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Resumo  
 
A diabetes melito é uma patologia severa caracterizada pela 
hiperglicemia. Uma das consequências dos níveis elevados de glucose 
é a ocorrência de glicação não enzimática nas proteínas. A glicação 
resulta da formação de bases de Schiff entre aminas livres nas cadeias 
polipeptídicas e os açúcares redutores em circulação. Estudos 
anteriores verificaram um aumento considerável da glicação das 
proteínas do soro, incluindo a transferrina (Trf). Esta proteína é 
responsável pelo transporte de ferro pelo organismo e a sua glicação 
leva a uma diminuição da sua capacidade de ligação a este elemento. 
A alteração funcional da Trf pode levar a uma acumulação de espécies 
tóxicas de ferro no plasma e como consequência a um aumento dos 
efeitos deletérios deste metal de transição no organismo.  
No decorrer deste trabalho foi estudada a glicação in vitro da Trf por 
exposição a diferentes concentrações de D-glucose. A capacidade de 
ligação ao ferro foi avaliada por espectrofotometria e a espectrometria 
de massa (nano-HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS) foi utilizada para 
identificação dos aminoácidos suscetíveis à glicação. As experiencias in 
vitro demonstraram que os níveis de glicação aumentam com o 
aumento do tempo de exposição à D-glucose e da concentração da 
mesma. A capacidade de ligação ao ferro da Trf encontrava-se também 
diminuída nas amostras glicadas. Pela análise MS identificaram-se 
varias lisinas modificadas por glicação. As lisinas 206, 296 e 534, que 
participam na estabilização da ligação de ferro pela Trf, encontravam-se 
modificadas. Este resultado permite especular quanto à forma pela qual 
a glicação inibe ou dificulta a ligação do ferro pela Trf.  
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Abstract 
 
Diabetes mellitus is a severe pathology characterized by hyperglycemia. 
One of the consequences of high glucose is protein glycation. Glycation 
results from the formation of Schiff bases between the free amines 
within polypeptide chains and circulating reducing sugars. Previous 
studies have demonstrated an increase in the level of serum proteins 
glycation, including transferrin (Trf). Glycation of this protein leads to an 
impairment in its iron binding capacity. The functional alteration of Trf 
may lead to the accumulation of plasma toxic iron species and as a 
consequence to an increase in the deleterious effects of this transition 
metal in the organism. 
Glycated Trf, prepared in vitro by incubation with various concentrations 
of D-Glucose was examined in this study. The iron binding capacity and 
glycation level were verified by spectrophotometric methods, and mass 
spectrometry (nano-HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS) respectively. Tandem 
MS was used to identify the amino acid residues that are susceptible to 
undergo glycation. The in vitro experiments demonstrated that the 
glycation levels where increased with increased D-glucose 
concentrations and incubation time. It was also possible to obverse that 
Trf iron binding capacity was impaired by increasing glycation levels. 
The MS analysis revealed that several lysine residues where modified 
by glycation. Lysines 206, 296 and 534 (involved in the stabilization of 
iron binding) were found to be modified, rendering a fructoselysine 
moiety. These modifications may justify the impairment in iron binding 
capacity of Trf upon glycation.  
I 
 
Índice 
1. INTRODUÇÃO..................................................................................................... 1 
2. DIABETES MELITO........................................................................................... 3 
2.1 PREVALÊNCIA, CAUSAS E TRATAMENTO DA DIABETES MELITO ............................................................7 
2.2 TIPOS DE DIABETES MELITO ........................................................................................................................7 
2.3 A DIABETES MELITO E O STRESS OXIDATIVO............................................................................................8 
3. GLICAÇÃO .......................................................................................................... 6 
3.1 GLICAÇÃO DE PROTEÍNAS NO SORO........................................................................................................ 13 
3.2 REAÇÃO DE MAILLARD ............................................................................................................................ 13 
3.3 PRODUTOS AVANÇADOS DE GLICAÇÃO (AGES) ................................................................................... 15 
4. CARACTERIZAÇÃO DA GLICAÇÃO PROTEICA POR 
ESPECTROMETRIA DE MASSA ............................................................................. 13 
4.1 APROXIMAÇÃO PROTEÓMICA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA NA ANÁLISE DE PROTEÍNAS ....... 19 
4.2 ANÁLISE DE PROTEÍNAS GLICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA.............................................. 20 
5. METABOLISMO DO FERRO ......................................................................... 25 
5.1 METABOLISMO SISTÉMICO DO FERRO .................................................................................................... 27 
5.2 O FERRO E A DIABETES ............................................................................................................................. 29 
5.3 TRANSFERRINA .......................................................................................................................................... 31 
5.4 GLICAÇÃO DA TRANSFERRINA................................................................................................................. 32 
6. MATERIAIS E MÉTODOS .............................................................................. 33 
6.1 REAGENTES ................................................................................................................................................ 35 
6.2 GLICAÇÃO IN VITRO DA APO- E HOLO-TRANSFERRINA HUMANA........................................................ 35 
6.3 QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLICAÇÃO DA APO- E HOLO- TRF HUMANA .................................. 36 
6.4 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE LIGAÇÃO AO FERRO DA APO-TRF HUMANA ................................. 36 
6.5 ANÁLISE DA TRF GLICADA NÃO DIGERIDA POR MALDI-TOF-MS ................................................... 36 
6.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA .............................................................................................................................. 38 
7. RESULTADOS ................................................................................................... 39 
7.1 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLICAÇÃO IN VITRO DA APO- E HOLO-TRF HUMANA..................... 41 
7.2 ANÁLISE DA APO- E HOLO TRF GLICADA NÃO DIGERIDA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA .......... 43 
7.3 IDENTIFICAÇÃO DAS MODIFICAÇÕES INDUZIDAS POR GLICAÇÃO NA APO- E HOLO-TRF POR 
ESPECTROMETRIA DE MASSA TANDEM ................................................................................................................ 44 
7.4 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE LIGAÇÃO AO FERRO DA APO-TRF GLICADA ................................. 51 
8. DISCUSSÃO ....................................................................................................... 55 
9. CONCLUSÃO E PERSPETIVAS FUTURAS................................................. 63 
10. REFERÊNCIAS.................................................................................................. 69 
11. ANEXOS.............................................................................................................. 81 
  
 
III 
 
Índice de ilustrações  
Fig. 1 - Formação da base Schiff e rearranjo de Amadori (adaptado de 6)..................... 14 
Fig. 2 - Adutos iniciais da glicação em proteínas (adaptado de50). ................................ 14 
Fig. 3 - Agentes de glicação derivados do α-dicarbonil glioxal formados durante a 
glicação (adaptado de 6). ................................................................................................ 15 
Fig. 4 - Formação da diona de Amadori e da ene-diona de Amadori por desidratação 
seguida pela formação de uma interligação proteina-proteina (adaptado de 6). ............. 15 
Fig. 5 – Esquema da abordagem genérica para identificação e caracterização de 
proteínas glicadas (adaptado de 77) ................................................................................. 22 
Fig. 6 - Distribuição de ferro pelo organismo humano em adultos (adaptado de 95)...... 28 
Fig. 7 – Ciclo da transferrina (adaptado de 100) .............................................................. 29 
Fig. 8 – Concentração de frutose-lisina normalizada à quantidade de proteína na amostra 
(mol de frutose-lisina por mol de Trf) determinada por ensaio colorimétrico com NBT 
após incubação com 0, 10, 100, 500 mM de D-glucose durante 7 e 14 dias da a) apo-Trf 
e b) holo-Trf. * - P<0,05; ** - P<0,01, *** - P<0,001 ................................................... 42 
Fig. 9 - Espectros exemplificativos dos espectros obtidos por MALDI-TOF-M com as 
massas médias dos quadruplicados para a amostra incubada por 14 dias a) sem D-
glucose e b) com 500mM de D-glucose ......................................................................... 43 
Fig. 10 - Estrutura primária da Trf incluindo o péptido sinal (a vermelho) onde estão 
representadas, a sombreado amarelo, as modificações identificadas após incubação com 
glucose por 7 dias, com sombreado azul as identificadas após 14 dias e a verde as que 
foram verificadas em ambos.Com caixas a vermelho estão representados os sítios 
conservados de ligação ao ferro e a roxo os aminoácidos que estabilizam a ligação do 
ferro à Trf. Com realce rosa, estão representadas os locais por onde ocorre a alteração 
conformacional, com realce cinzento os sítios de ligação do ião carbonato e a 
sublinhado os sítios de interação com o recetor. O subdomínio N1 compreende os 
resíduos 1-92 e 247-331, o N2 os resíduos 93-246 , o C1 os resíduos 339-425 e por fim 
o C2 os resíduos 426-572. (sequência adaptada de uniprotKB ID: P02787) ................. 48 
Fig. 11 - Representação em cartoon da Trf, onde se encontra representado os lóbulos C 
e N sob a forma dos seus subdomínios. O subdomínio C1 encontra-se a azul, o C2 a 
verde, o N1 a castanho e por fim o N2 a roxo. A vermelho estão representados os sítios 
de ligação do ferro a cinzento os sítios de ligação do ião bicarbonato a rosa os locais por 
onde ocorre a alteração conformacional, a laranja os aminoácidos que participam na 
estabilidade da ligação Trf-Fe, a preto o “linker” que liga os dois lóbulos, a azul os 
locais de interação com o RTrf e por fim a amarelo os resíduos amino acídicos 
modificados por glicação observados após pré incubação com d-Glucose. (adaptado de 
127 PDB ID 2HAU editada no Protein Worksop RCBS PDB128).................................... 49 
Fig. 12 - Representação em cartoon da Trf com ampliação das cavidades onde se liga o 
ferro. As lisinas modificadas após incubação com D-glucose (0, 10, 100, 500 mM) 
IV 
 
encontram-se representadas a amarelo, o subdomínio C1 encontra-se a azul, o C2 a 
verde, o N1 a castanho, o N2 a roxo. A vermelho estão representados os sítios de 
ligação do ferro a cinzento os sítios de ligação do ião carbonato, a rosa as dobradiças 
moleculares, a azul os sítios de ligação ao RTfr  e a laranja os aminoácidos que 
participam na estabilidade da ligação Trf-Fe (adaptado de 127 PDB ID 2HAU editada no 
Protein Worksop; RCSB PDB 128).................................................................................. 50 
Fig. 13 – Comparação da capacidade quelante de ferro da Trf durante 90 min a 465 nm, 
após incubação com 0 (azul), 10 (verde), 100 (vermelho) e 500 (preto) mM de glucose 
durante a) 7 dias e b) 14 dias. A estatística comparativa para as diferentes condições de 
incubação apresentou significado estatístico com P<0,05.............................................. 51 
Fig. 14 - Comparação da saturação máxima em percentagem após 90 minutos de 
incubação com Fe:NTA da apo-Trf incubada com 0, 10, 100, 500 mM de D-glucose 
durante 7 e 14 dias. * - P<0,05; ** - P<0,01, *** - P<0,001.......................................... 52 
Fig. 15  – Comparação da velocidade inicial da ligação de ferro à Trf da apo-Trf 
incubada com 0, 10, 100, 500 mM de glucose durante 7 e 14 dias. * - P<0,05; ** - 
P<0,01, *** - P<0,001 .................................................................................................... 53 
 
Índice de tabelas 
Tabela 1 – Desvios de massa associados a adutos de glicação envolvendo a lisina ...... 38 
Tabela 2 - Número de modificações observado para a apo- e holo-Trf incubadas durante 
7 e 14 dias com 0, 10, 100, 500 mM de D-glucose determinadas por MALDI-TOF-MS
 ........................................................................................................................................ 44 
Tabela 3 - Modificações encontradas após análise dos péptidos trípticos obtidos a partir 
das amostras de transferrina incubadas com glucose (0, 10, 100, 500) durante 7 e 14 
dias por HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS; onde PIR corresponde a uma modificação por 
adição de uma pirralina; CEL -carboxi-etil-lisina; FL-H2O- Frutoselisina com uma 
desidratação, FL-2H2O- Frutoselisina e por fim FL-frutoselisina com uma desidratação. 
As modificações que se encontram marcadas com * correspondem a modificações 
identificadas de forma indireta. ..................................................................................... 46 
 
  
V 
 
Lista de abreviações 
AGE Produtos avançados de glicação (Advanced glycation end products) 
ATP Trifosfato adenosina 
BAC Cromatografia de afinidade com ácido borónico (Boronic acid 
chromatography) 
CID Dissociação induzida por colisão (Colision iduced dissociation) 
DMF 1-Deoxy-1-morpholino-D-fructose 
DMT1 Transportador de metal divalente 1 (Divalent metal transporter) 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
ESI Ionização por electrospray (Electrospray ionization) 
GSH Glutationa 
Hb1AC Hemoglobina glicada 
HCP1 Heme receptor protein 
HPLC Cromatografia líquida de alto desempenho (High performance liquid 
chromatography) 
ICR Analisador de ressonância ciclotrónica de iões (Ion cyclotron ressonasse) 
IDF Federação Internacional da Diabetes (International diabetes federation) 
LC Cromatografia líquida (Liquid chromatography)  
MALDI Ionização/dessorção por laser assistida por matriz (Matrix assisted laser 
disorption ionization 
MS Espectrometria da massa 
MSn Espectrometria de massa tandem 
NADPH Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 
NBT Nitroblue tetrazolium; N5514) 
NTA Ácido nitrilotriacético (Nitrilotriacetic acid) 
NTBI Ferro não ligado a transferrina (Non-transferrin-bound- iron) 
PA Produto Amadori 
Q Quadrupolos 
RNS Espécies reativas de azoto 
ROS Espécies reativas de oxigénio 
RTfr Recetor da transferrina 
SOD Superóxido dismutase 
TI Trapas iónicas (Ion trap) 
TOF Tempo de voo (Time of flight) 
Trf Transferrina 
OMS Organização Mundial de Saúde (World health organization) 
  
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Introdução  
  
  
 
Introdução 
 
3 
 
A diabetes melito é uma patologia caracterizada pela ocorrência de 
hiperglicemia, geralmente associada a uma resistência à ação da insulina ou deficiência 
na sua produção. A exposição à hiperglicemia leva ao aumento do stress oxidativo 
devido à formação de glico-oxidantes e à glicação proteica.1 O stress oxidativo é 
caracterizado por uma produção excessiva de espécies oxidantes (ROS e RNS) e uma 
diminuição nas defesas antioxidantes do organismo.2 Estas espécies oxidantes são o 
produto normal do metabolismo celular, e participam em vários processos biológicos, 
no entanto, quando presentes em excesso estas espécies podem reagir com lípidos 
celulares, proteínas e DNA levando à alteração das suas funções.2, 3 A glicação é um 
outro fator associado à hiperglicemia e compreende a formação de adutos (bases de 
Schiff) entre açúcares redutores (ex. glucose) e grupos amina livres das proteínas. Estas 
sofrem rearranjos tornando-se em estruturas mais estáveis, os produtos de Amadori. 
Estes após desidratações, ciclizações, oxidações e rearranjos originam produtos 
avançados de glicação (AGEs). Os produtos de Amadori e os AGES podem induzir 
modificações nas proteínas levando a alterações funcionais.4-6  
Vários estudos verificaram que durante a diabetes melito ocorre um aumento dos 
níveis do ião férrico no organismo relacionando-a assim com a homeostase do ferro.7, 8 
A Trf desempenha um papel fundamental na manutenção da homeostase do ferro, 
ligando o ferro livre no plasma e distribuindo-o pelo organismo.9 A Trf em indivíduos 
normais possui uma saturação de cerca 30%, e estudos anteriores verificaram que no 
decorrer da diabetes, a variação da saturação de Trf não é significativa.10 A ocorrência 
de espécies de ferro não ligado à Trf (NTBI – Non-transferrin bound iron) é 
característica de patologias com sobrecarga de ferro.11, 12 Nestes casos esta ocorrência 
pode ser explicada pela saturação total da Trf.13 No entanto também já foi verificada a 
ocorrência de NTBI em patologias onde a Trf não se encontra saturada.14, 15 Van 
Campenhout et al. não verificou aumento de NTBI nos pacientes diabéticos.16 No 
entanto, Sulieman et al. e Lee et al. verificaram esta ocorrência na diabetes melito.17, 18 
Tendo em conta a deteção de NTBI apesar da saturação da Trf não se encontrar 
significativamente alterada, prevê-se uma alteração funcional da Trf devida a danos 
glico-oxidativos. A verificação desta alteração foi conseguida por estudos que 
verificavam um aumento na glicação da Trf em pacientes diabéticos. Estudos de 
glicação in vitro demonstraram que esta modificação não enzimática pode reduzir a 
capacidade de ligação ao ferro pela Trf. Contudo nenhum estudo anterior apresenta o 
mecanismo pelo qual a glicação promove a diminuição funcional da Trf. A 
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caracterização estrutural por espectrometria de massa permitiu a identificação dos 
resíduos glicados, conseguindo-se desta forma prever as alterações estruturais que 
levam à diminuição da capacidade de ligação de ferro. 
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2.1 Prevalência, causas e tratamento da diabetes melito 
De acordo com a Organização Mundial de Saúde  e a Federação Internacional da 
Diabetes (IDF) a diabetes melito afeta mais de 170 milhões de indivíduos. Só no 
continente europeu 33 milhões de pessoas com idade compreendida entre os 20 e os 79 
anos (cerca de 8,4 % da população) sofrem com esta doença.  
Esta patologia é caracterizada pela ocorrência de hiperglicemia, causada por uma 
deficiente secreção e/ou ação da insulina endógena. O motivo principal para a 
diminuição na secreção de insulina é a autodestruição das células β, enquanto as causas 
responsáveis pela resistência à ação desta hormona são a obesidade, o envelhecimento, 
hiperglicemia, níveis elevados de ácidos gordos no sangue e tecidos e ainda 
hereditariedade.19, 20 Para além dos sintomas comuns à hiperglicemia (sede, poliúria e 
perda de peso), a exposição prolongada provoca doenças cardiovasculares, cegueira, 
falha renal, necrose celular e acidentes vasculares cerebrais.21  
O diagnóstico da diabetes melito é efetuado através de quatro testes 
maioritariamente relacionados com os níveis de glucose no sangue (os níveis normais 
em jejum variam entre 4,0 – 5,5 mmol/l).22 1) Medição da glicose plasmática em jejum 
(≥7,0 mmol/l); 2) Medição da glicose nos pontos de jejum e de 2h após sobrecarga oral 
de 75g de glicose (teste oral de tolerância à glicose ≥11,1 mmol/l); 3) Determinação da 
hemoglobina glicada (≥6,5%) e 4) em pacientes com hiperglicemia ou crises 
hiperglicémicas os níveis de glicose plasmática casual (≥11.1 mmol/l).19, 20 
2.2 Tipos de diabetes melito  
Existem vários tipos de diabetes; tipo 1, 2, gestacionais e outros tipos 
específicos. O tipo 1 está relacionado com fatores genéticos, o tipo 2 está relacionado 
com a obesidade e a vida sedentária (atualmente o mais comum) os diabetes 
gestacionais que ocorrem de forma pontual durante a gravidez, e por fim outros tipos 
específicos que são causados por defeitos genéticos ou induzidos por drogas, infeções, 
etc.19 
A diabetes melito tipo 1 é caracterizada por défice ou ausência de insulina 
devido à destruição irreversível das células β das ilhotas de Langerhans, e tem uma forte 
componente genética.21 O tratamento deste tipo de diabetes é conseguido com a injeção 
subcutânea de insulina.23 A associação americana da diabetes subdividiu este tipo de 
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diabetes em dois: - tipo 1A, onde se verifica ausência absoluta de insulina, e a 
destruição das células β é mediada por processos autoimunes; - tipo 1B, onde os 
indivíduos apresentam sinais de diabetes tipo 1 mas não se verificam desordens 
autoimunes e a carência de insulina é variável.19     
A diabetes melito tipo 2 resulta principalmente da resistência à insulina causada 
por uma combinação de fatores genéticos com o estilo de vida.24 Sendo assim, os efeitos 
adversos deste tipo de diabetes são atenuados adquirindo um estilo de vida saudável, ou 
quando necessário recorrendo a medicamentos ou injeções de insulina.25 Pacientes com 
este tipo de diabetes apresentam duas condições distintas: 
- Desenvolvimento de resistência à insulina – Verifica-se uma resposta 
diminuída à insulina por parte dos tecidos hepáticos, muscular e adiposo 
aquando do aumento dos valores de glicemia. Ao desenvolver resistência ao 
estímulo da insulina, estes tecidos apresentam uma menor taxa de absorção de 
glucose. Adicionalmente o fígado encontra-se incapaz de regular os níveis de 
degradação do glicogénio e libertação de glucose para a circulação. 
- Funcionamento anormal das células β  – Seria de esperar que altos níveis de 
glucose levassem ao aumento dos níveis de insulina, o que por vezes não se 
verifica. Torna-se então implícito que as células β não estão a compensar a 
resistência a insulina.24 
  A diminuição na sensibilidade à insulina deve-se a fatores genéticos, idade, 
dieta, alguns medicamentos, obesidade e ao aumento de tecido adiposo na área 
abdominal. Os mecanismos que provocam o mau funcionamento das células   não se 
encontram bem caracterizados.26 A resistência à insulina e/ou a diminuição da sua 
secreção provocam uma situação de hiperglicemia, pois a absorção de glucose por parte 
das células encontra-se diminuída.27 A exposição a uma concentração elevada de 
glucose por sua vez promove um aumento do stress oxidativo devido à auto-oxidação da 
glucose e da glicação não enzimática de proteínas.28 
2.3 A diabetes melito e o stress oxidativo 
A diabetes melito é caracterizada por um aumento do stress oxidativo. O stress 
oxidativo pode ser definido como um desequilíbrio entre espécies oxidantes e os 
mecanismos de remoção ou reparação num organismo biológico.3 Grande parte dos 
danos oxidativos que ocorrem em biomoléculas (lípidos, proteínas e DNA) devem-se à 
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ação de espécies parcialmente reduzidas como o radical superóxido (O2●-), o radical 
hidroxilo (HO●), o peroxinitrilo, peróxido de hidrogénio (H2O2), e os radicais de azoto 
(NO2
●, etc.)29 As espécies reativas predominantes nos seres biológicos são as derivadas 
de oxigénio, espécies reativas de oxigénio (ROS-reactive oxigen species) e as derivadas 
de azoto, espécies reativas de azoto (RNS- reactive nitrogen species)2, 30 Estas espécies 
reativas são produtos normais do metabolismo celular, e medeiam vários processos 
fisiológicos como a regulação da tensão contrátil vascular, funcionam como sensores de 
oxigénio e regulam funções que são controladas pela concentração de oxigénio, 
aumentam a transdução de vários recetores membranares e por fim, mantêm o equilíbrio 
redox desencadeando respostas ao stress oxidativo.2 
Os sistemas biológicos desenvolveram formas de minimizar e reverter os efeitos 
de toxicidade dos ROS, ou seja, mecanismos preventivos, mecanismos de reparação, 
defesas físicas e defesas antioxidantes.31 As defesas antioxidantes incluem agentes que 
removem cataliticamente radicais livres, proteínas que minimizam a disponibilidade de 
pro-oxidantes (ex. iões ferro, iões cobre e o grupo heme), proteínas que protegem as 
biomoléculas por outros mecanismos (ex. as proteínas de choque térmico (heat shock 
proteins) que corrigem o enrolamento proteico incorreto (misfold) e que medeiam a 
autofagia 32) e agentes de baixo peso molecular capazes de neutralizar os radicais livres 
(ex. ácido ascórbico, α-tocoferol).33 
Vários mecanismos estão envolvidos no aumento do stress oxidativo verificado 
na diabetes, levando diretamente à produção de espécies reativas de oxigénio ou, de 
forma indireta, comprometendo a homeostase redox celular.34 A exposição à 
hiperglicemia na diabetes melito implica um aumento no metabolismo oxidativo da 
glucose, e como consequência o acréscimo na produção mitocondrial de O2●-.35 Para 
além da exposição a níveis elevados de glicemia, a formação de ROS na diabetes é 
também promovida pelo aumento de ácidos gordos livres, devido ao aumento do 
desacoplamento mitocondrial e à β-oxidação.36 Adicionalmente à superprodução de 
ROS verificada a nível mitocondrial, na diabetes o aumento do stress oxidativo celular 
resulta da autoxidação da glicose e de alterações metabólicas promovidas pelo excesso 
deste nutriente. A via poliol(sorbitol) é uma das vias alternativas da glicólise, que ocorre 
em células que não necessitam de insulina para internalizar glucose (ex. células da 
retina, rins e tecido nervoso). Por esta via a glucose é reduzida a sorbitol pela aldose 
redutase à custa de uma molécula de NADPH. De seguida a sorbitol desidrogenase 
oxida o sorbitol a frutose reduzindo uma molécula de NAD+, a frutose pode então ser 
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fosforilada a frutose-6-fosfato e voltar à via da glicólise. Em situações de hiperglicemia, 
ocorre um aumento de produtos desta via e da depleção de NADPH, promovendo por 
exemplo, uma redução na regeneração de antioxidantes pela GSH.34, 36 Uma outra 
alteração metabólica consiste no aumento do fluxo de glicose pela via da hexosamina 
onde a frutose-6-fosfato é convertida a glucosamina-6-fosfato pela glutamina:frutose-6-
fosfato aminotransferase. O produto final deste mecanismo é o UDP-N-
acetilglucosamina, que participa na glicosilação de algumas proteínas.34 Por fim, a 
glucose pode sofrer autoxidação na presença de metais de transição e gerar espécies 
reativas como O2
● -, H2O2, HO
● e dicarbonilos que podem reagir com proteínas levando 
a formação de AGE’s.37  
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3.1 Glicação de proteínas no soro 
As modificações covalentes enzimáticas, como a alquilação, glicosilação, 
fosforilação, hidroxilação e acetilação são importantes na regulação da homeostase 
celular e modulação da função e estrutura proteica. Estas modificações são específicas, 
ao contrário da glicação que é uma modificação não enzimática.38 A glicação (ou 
glicosilação não enzimática) é uma das modificações pós-traducionais (PTM – post 
translacional modification) de proteínas mais comum, e consiste na ligação covalente de 
um açúcar redutor a um grupo amina livre. Esta PTM pode levar à alteração estrutural 
proteica promovendo assim a sua disfuncionalidade. As aminas livres em proteínas 
encontram-se nas cadeias laterais dos aminoácidos (lisina, arginina e histidina), como o 
grupo ε-amina da lisina e o grupo α-amina de um aminoácido N-terminal.4, 39  
De uma forma geral, grupos de aminoácido com menor pKa são mais reativos 
para a glicação devido à sua maior nucleoficidade.40 Por outro lado os locais de reação 
devem estar acessíveis ao solvente. Nas proteínas, a lisina e a argina são resíduos 
carregados positivamente, pouco hidrofóbicos e geralmente acessíveis ao solvente.41 A 
reação de glicação pode ser globalmente descrita como a formação de uma base de 
Schiff reversível, seguida de um rearranjo num produto de Amadori (PA) e finalmente, 
quando as proteínas têm um maior tempo de meia-vida ocorre formação de produtos 
avançados de glicação (AGE’s) por múltip las desidratações e rearranjos.4  
3.2 Reação de Maillard 
L. C. Maillard (1912) foi o primeiro a estudar, sob condições definidas, a reação 
não enzimática entre um açúcar redutor e os grupos amina de aminoácidos, péptidos e 
proteínas, onde verificou a formação de pigmentos castanhos e interligações entre 
proteínas.42 No entanto só a partir dos anos 70, com os estudos da hemoglobina glicada 
e a significância dos processos de Maillard na diabetes e no envelhecimento, é que se 
começou a dar importância a estas reações in vivo.43-46  
Na fase inicial da reação de Maillard são formados vários produtos, que formam 
adutos instáveis, as bases de Schiff.5 A base de Schiff compreende o aduto formado 
quando um açúcar reage com um grupo amina livre, como por exemplo o grupo ε-amina 
de um resíduo de lisina de uma proteína. Neste processo a ligação dupla carbono-
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oxigénio do açúcar é transformado numa dupla ligação carbono azoto com a amina livre 
(Fig. 1).6 
 
Fig. 1 - Formação da base Schiff e rearranjo de Amadori (adaptado de 
6
). 
Esta reação é altamente reversível e atinge um equilíbrio com a glicose do 
plasma em apenas algumas horas.47 Qualquer açúcar redutor pode iniciar a reação de 
glicação in vivo. Contudo, devido à maior abundância natural da glucose no sangue 
humano, a maior parte dos estudos centra-se no estudo da glicação iniciado por este 
açúcar.48 Estudos efetuados com Hb1AC (hemoglobina glicada) verificaram que ocorria 
um rearranjo da base de Schiff, conhecido como rearranjo de Amadori. Esta descoberta 
levou a que as proteínas com PAs e o seu processo de formação passassem a ser 
denominados como proteínas glicadas e glicação, respetivamente.6, 44 A base de Schiff 
pode dissociar-se ou sofrer um rearranjo lento para formar compostos cineticamente 
mais estáveis, mas ainda assim reversíveis (os PA) (Fig. 2), via um intermediário enol 
de cadeia aberta. O processo de dissociação do aduto é muito mais lento originando uma 
acumulação de produtos Amadori49. Os PAs encontram-se em equilíbrio com a 
concentração de glucose, devido a sua reversibilidade e, desta forma a sua concentração 
aumenta na presença de elevados níveis de glucose.5  
 
Fig. 2 - Adutos iniciais da glicação em proteínas (adaptado de
50
). 
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Os PAs são assim a primeira alteração estável que ocorre no processo de 
glicação proteica. Estes formam-se geralmente no grupo ε-amina da lisina dos resíduos 
de lisina ou arginina, formando o aduto frutose-lisina.51 Contudo, o maior contributo 
para as complicações diabéticas advém da formação de produtos de glicação pós-
Amadori que não são reversíveis (AGE’s).52 A acumulação destes adutos promove 
modificações estruturais e funcionais em proteínas e enzimas, levando à alteração da 
sua atividade biológica, como tem sido demonstrado em diversos estudos53, 54 
3.3 Produtos avançados de glicação (AGEs) 
Na glicação, os AGE’s são formados por progressivas desidratações, ciclizações, 
oxidações e rearranjos dos PAs e, ao contrário dos PAs, a sua formação é irreversível.5 
Os PA’s podem sofrer quebra da sua forma enol formando compostos α-dicarbonil 
reativos como a 3-deoxiglucosona, 2-oxopropanol e glioxal (Fig. 3) compostos estes com 
grupos carbonilos que podem voltar a reagir com proteínas. O produto de Amadori pode 
ainda sofrer desidratações sequenciais nas posições 4 e 5, produzindo o I-amino-4-
deoxy-2,3-diona (diona de Amadori) e uma diona insaturada, a ene-dione de Amadori, 
respetivamente. Esta diona insaturada reage com o nucleófilo da proteína formando uma 
interligação proteína-proteína (Fig. 4).6 
 
Fig. 3 - Agentes de glicação derivados do α-dicarbonil glioxal formados durante a glicação (adaptado de 
6). 
 
Fig. 4 - Formação da diona de Amadori e da ene-diona de Amadori por desidratação seguida pela 
formação de uma interligação proteina-proteina (adaptado de 
6
). 
Glicação 
 
16 
 
O processo de formação dos AGEs não é completamente compreendido, sabe-se 
que estes incluem interligações proteicas (crosslinks) assim como estruturas não 
interligadas, e que muitos incorporam cromóforos ultravioleta-visível e/ou 
fluorescentes.6 Existem alguns que se encontram bem caracterizados e que se 
apresentam em altas concentrações em diabéticos, como a pirralina, a pentosidina e a N-
carboximetil- lisina.55 
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4.1 Aproximação proteómica por espectrometria de massa na análise 
de proteínas 
A proteómica ocupa-se do estudo das proteínas e das suas interações a nível 
celular e sistémico. Devido à alta complexidade dos proteomas celulares e à baixa 
abundância de algumas proteínas a análise proteómica requer a utilização de técnicas 
com elevada sensibilidade e precisão.56 A espectrometria de massa (MS – Mass 
spectrometry) tem vindo a ser amplamente utilizada na proteómica já que permite a 
identificação de proteínas com base no seu peso molecular, identificação de novas 
proteínas por sequenciação peptídica e ainda, a identificação de modificações PTM que 
geralmente promovem desvios de massa conhecidos. Esta técnica possui elevada 
sensibilidade (na ordem dos fentomole) e, resolução permitindo a distinção de pequenas 
variações de massa e a análise de misturas complexas.56-58 
Apesar de existirem várias conformações possíveis para um espectrómetro de 
massa todos têm o mesmo propósito, a separação de átomos ou moléculas ionizadas 
recorrendo a sua razão massa-carga (m/z). Estes baseiam-se todos no mesmo princípio 
funcional, sendo constituídos por uma fonte de ionização, responsável por ionizar as 
moléculas; seguido de um analisador de massa, que separa os iões com base na sua 
razão massa carga (m/z); por fim um detetor, que deteta os iões e mede a sua razão m/z 
produzindo um sinal cuja intensidade está relacionado com o número de iões que 
chegam ao detetor. Dado que se formam iões e que estes têm de percorrer um 
determinado espaço, os espectrómetros têm de se encontrar em vácuo de forma a evitar 
colisões dos iões com moléculas de ar.57 Frequentemente, utiliza-se um método de 
separação como o micro- ou nano-HPLC para separação e purificação da amostra, 
sendo este de preferência online com o espectrómetro de massa para evitar perdas de 
amostra.59  
As técnicas de ionização/desorção por laser assistida por matriz (MALDI – 
matrix-assisted laser desorption/ionization) e a de ionização por electrospray (ESI – 
electrospray ionization) são as mais utilizadas para a análise de proteínas. Estes métodos 
de ionização possuem um elevado limite de massa e são técnicas ditas “suaves”, 
permitindo a produção de iões intactos e estáveis de moléculas como proteínas, ácidos 
nucleicos, ou até complexos ligados covalentemente. As técnicas alternativas, como o 
impacto eletrónico, a ionização química e fotoionização causam fragmentação extensa 
originando espectros complexos e de difícil análise.60, 61 
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O método de ionização MALDI está geralmente associada ao analisador tempo 
de voo (TOF). O método de ionização ESI por outro lado encontra-se associado a vários 
analisadores como as trapas iónicas (TI), quadrupolos (Q) e ao analisador de 
ressonância ciclotrónica de iões (ICR – ion cyclotron ressonanse). Na proteómica 
recorre-se usualmente a MS tandem, e para isso são utilizados vários analisadores, 
assim como varias combinações de analisadores (instrumentos híbridos).62, 63 As 
configurações usualmente utilizadas consistem em trapas iónicas (QIT: trapas de iões 
3D e LIT: trapas de iões lineares), triplo quadrupolo (TQ) e instrumentos híbridos 
(LTQ-Orbitrap, LTQ-FTICR, Q-TOF e IT-TOF).64-69 As trapas iónicas destacam-se 
neste campo devido à sua versatilidade, rapidez dos varrimentos e capacidade de MS 
tandem (MSn).62 
4.2 Análise de proteínas glicadas por espectrometria de massa  
A identificação e caracterização dos produtos de glicação não enzimática de 
proteínas requer a utilização de técnicas analíticas com elevada resolução, sensibilidade 
e seletividade. Inicialmente, devido à alteração da cor observada no decorrer desta 
reação, foram utilizadas técnicas espectrofotométricas.70 Estas técnicas permitem seguir 
a reação de glicação e verificar os níveis de glicação dos compostos de interesse, no 
entanto, não permitem uma caracterização estrutural dos produtos de glicação. As 
técnicas espectrofotométricas são ainda utilizadas, mas devido à sua baixa 
especificidade encontram-se geralmente associadas a técnicas separativas de elevada 
especificidade como a cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC – high 
performance liquid chromatography).71 De forma a superar estas limitações surge a MS, 
ferramenta esta que tem vindo a ser amplamente utilizada para análise e caracterização 
de produtos de glicação.72-75  
Inicialmente, os estudos focaram-se na análise quantitativa do nível de glicação 
em proteínas específicas por MALDI-MS. Os resultados in vitro e in vivo 
providenciaram evidências da associação entre a glicação e condições patológicas como 
a diabetes.76, 77 O produto de Amadori (formação do aduto frutose-lisina) promove um 
desvio de massa de 162 Da. A partir desta variação é possível determinar o número 
médio de adutos formados na proteína glicada, por comparação da sua massa total com 
a massa da mesma proteína não glicada.78 No entanto, in vivo, esta conclusão pode ser 
errada pois estes desvios de massa podem ocorrer devido à glicosilação enzimática.79 
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Esta aproximação era um pouco limitada e não permitia a caracterização da glicação. A 
caracterização da glicação proteica é geralmente conseguida recorrendo a MSn com uma 
abordagem “bottom-up”, onde a amostra é digerida com enzimas proteolíticas (ex. 
Tripsina, Glu-C, etc.) que clivam a amostra em locais específicos. Os péptidos obtidos 
são analisados recorrendo a técnicas separativas e a MSn (Fig. 5).62, 78, 80-83 
Seguindo a abordagem genérica esquematizada na Fig. 5, o passo inicial consiste 
na separação das proteínas glicadas. Os métodos de separação para proteínas glicadas 
implementam passos altamente seletivos tanto a nível proteico como a nível peptídico 
(pós-digestão). Para isso são utilizados métodos cromatográficos utilizando ácidos 
borónicos como ligandos em cromatografia de afinidade (BAC – boronic acid 
chromatography) para a purificação das glicoproteínas.84-87 Esta metodologia baseia-se 
na esterificação entre o ligando boronato e os compostos cis-diol (o aduto de glucose) 
sob condições alcalinas tornando assim esta técnica seletiva para proteínas glicadas.88 
A digestão enzimática é um dos passos críticos nesta abordagem, pois são 
obtidos os fragmentos a partir dos quais é obtida a informação sobre os sítios de 
glicação. Lapolla et al. verificou in vitro, com albumina do soro humano, que a digestão 
tríptica desta proteína glicada era mais difícil, originando uma menor abundância de 
péptidos obtidos quando comparado com o número de péptidos da proteína não glicada. 
Esta ocorrência encontra-se relacionada com o facto de as lisinas estarem protegidas 
pelas moléculas de açúcar.89 A digestão de proteínas glicadas origina uma mistura de 
péptidos glicados e péptidos não glicados.89, 90 
O passo posterior consiste no fracionamento dos péptidos obtidos, levando assim 
ao aumento na resolução aquando da análise por espectrometria de massa. A separação 
dos péptidos é conseguida por cromatografia líquida (LC) de fase reversa. Esta técnica 
pode estar online com espectrómetros com fonte de ionização ESI, APCI (ionização 
química à pressão atmosférica) e por fim offline com sistemas MALDI com aplicador de 
amostras robotizado.77 Zang et al. para além de LC testou com sucesso a utilização de 
cromatografia de afinidade com boronato para enriquecimento dos péptidos glicados, 
por separação dos não glicados.91 Por fim, após a análise por MS, as sequências de iões 
fragmento obtidas por regras de clivagem apropriadas, são comparados 
bioinformaticamente com sequências proteicas contidas em bases de dados online como 
a Swiss-Prot e as bases disponíveis no NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) ou criadas internamente.92 
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Fig. 5 – Esquema da abordagem genérica para identificação e caracterização de proteínas glicadas (adaptado de 77)
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A MS recorre à fragmentação do ião molecular de interesse; sendo o ESI e o 
MALDI técnicas de ionização “suaves” é necessário fornecer energia para promover a 
quebra da espécie em estudo. A técnica de dissociação induzida por colisão (CID – 
colision induced dissociation) é a mais comum, e tem por base a colisão entre os iões e 
um gás inerte.93 No entanto existem alguns inconvenientes com a sequenciação de 
péptidos glicados por CID. Durante o CID dos iões de péptidos glicados, ocorre 
dissociação preferencial do aduto de Amadori, levando a uma fraca produção de iões da 
cadeia principal do péptido. Desta forma, iões correspondentes a várias perdas neutras 
poderão dominar os espectros de massa, o que dificulta a identificação de sequências 
peptídicas e locais de glicação.89, 91 As perdas características de péptidos glicados 
correspondem a uma, duas, três ou quatro desidratações, a três desidratações com 
HCHO e ainda à perda do próprio aduto de Amadori (C6H10O5). A ocorrência de uma 
ou duas desidratações ocorre em outros péptidos, no entanto as restantes são pouco 
comuns.89 
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5.1  Metabolismo sistémico do ferro 
O ferro é um elemento essencial que se encontra envolvido em vários processos 
essenciais à vida, incluindo transporte de oxigénio, metabolismo energético e síntese de 
DNA. A elevada flexibilidade das suas propriedades físico-químicas permitem-lhe 
variar o seu estado de oxidação, potencial de redução e configuração de spin eletrónico 
em resposta a diferentes ambientes. No entanto é necessário manter uma homeostase 
controlada deste ião pois, em excesso, pode tornar-se um pró-oxidante através da reação 
de Fenton (Equação 1).94 
Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ +OH·+ OH−   (Equação 1) 
Um individuo adulto saudável possui no seu organismo 4-5 mg de ferro 
distribuído de uma forma rigorosa. Este ião encontra-se incorporado nos hepatócitos, 
nos músculos, nos macrófagos do sistema reticuloendotelial mas é maioritariamente 
encontrado na hemoglobina dos eritrócitos maduros ou de percursores de eritrócitos 
(Fig. 6). Diariamente são requeridos cerca de 20 mg de ferro para a síntese de novos 
eritrócitos. Contudo, apenas são absorvidas 1-2 mg de ferro, pelo que a restante 
quantidade é reciclada da degradação de eritrócitos senescentes. Esta reciclagem é 
conseguida por ação dos macrófagos reticuloendoteliais que fagocitam os eritrócitos 
senescentes, catabolizam a hemoglobina e excretam o ferro para a corrente sanguínea 
onde pode ser recolhido pela Trf de forma a ser reutilizado. O fígado constitui-se como 
a principal reserva de ferro, este órgão tem acesso direto ao ferro absorvido e funciona 
como regulador dos níveis deste ião em circulação. A redistribuição do ferro pelos 
diferentes órgãos é efetuada pela Trf do soro humano. As 3 mg de ferro, existentes no 
plasma de um adulto saudável, encontra-se todo ligado à Trf e está sujeito a um elevado 
turnover.95 
A homeostase do ferro é mantida por uma distribuição controlada do ferro pelo 
organismo e por parte do duodeno, que absorve o necessário para repor as perdas 
diárias. O organismo humano não possui nenhum mecanismo regulador de excreção 
deste micronutriente, pelo que o equilíbrio é principalmente controlado ao nível da 
absorção intestinal.96 Esta absorção ocorre pelos enterócitos, maioritariamente na 
porção proximal do duodeno. O ferro proveniente da dieta encontra-se na forma férrica 
(Fe3+), tendo de ser reduzido à sua forma ferrosa (Fe2+) para ser absorvido, o que é 
conseguido de forma química (ex. Ácido ascórbico durante a digestão) ou por ação de 
redutases férricas que se encontram na membrana do enterócito. Após a redução, o 
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transporte transmebranar é mediado pelo DMT1 (Divalent metal transporter). 
Posteriormente o ferro pode ser armazenado sob a forma de ferritina ou transferido pela 
membrana basolateral para o plasma através da ferroportina. Depois de atravessar a 
membrana vasolateral do enterócito, o ferro é re-oxidado por uma ferroxidase 
(haefaestina) formando iões férricos que por sua vez se ligam à Trf.97 Já o mecanismo 
de absorção do grupo heme não se encontra completamente descrito, sabe-se apenas que 
é mediado por um recetor específico, o HCP1 (Heme receptor protein 1).10, 98 O 
mecanismo de absorção intestinal é controlado pela ação da hepcidina produzida pelo 
fígado, que atua no intestino bloqueando a ação da ferroportina e consequentemente 
diminuindo a entrada de ferro em circulação.97 A ferroportina é o único exportador 
celular de ferro conhecido e é expresso constitutivamente por células endoteliais e 
macrófagos.99 
Fig. 6 - Distribuição de ferro pelo organismo humano em adultos (adaptado de 
95
) 
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Fisiologicamente a maior parte das células no organismo obtém o ferro a partir  
da Trf. Esta proteína liga os iões férricos livres na circulação, transporta-os e medeia a 
entrada nas células através do ciclo da Trf. O complexo Trf-ferro liga-se ao recetor da 
Trf 1 (TfR1 - Transferrin receptor 1) que se encontra na membrana celular e, este 
complexo sofre endocitose mediada pela clatrina. No citoplasma da célula, uma bomba 
de protões promove a acidificação do meio (pH=5,5) levando à libertação do ião férrico, 
sendo este de seguida reduzido ao ião ferroso que por sua vez é libertado para o 
citoplasma pela DMT1. O ciclo termina quando a apo-Trf é reciclada para a corrente 
sanguínea (Fig. 7). 10 
  
 
Fig. 7 – Ciclo da transferrina (adaptado de 100) 
5.2 O ferro e a diabetes 
A evidência de que o metabolismo do ferro está relacionado com distúrbios no 
metabolismo da glicose provém da grande incidência de diabetes tipo 2 em pacientes 
com hemocromatose hereditária. No entanto, estudos posteriores verificaram que, 
independentemente da causa, o metabolismo da glicose se encontra alterado em 
indivíduos com sobrecarga de ferro.101, 102 McClain et al. verificaram a existência de 
elevados níveis de glucose em pacientes com hemacromatose hereditária,  a deficiência 
na insulina e ainda, resistência à ação desta hormona.103 Apesar de desconhecida a causa 
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da diabetes induzida pela sobrecarga de ferro, especula-se que se deva a três 
mecanismos; à deficiência na produção de insulina, ao aumento da resistência à ação da 
insulina e à disfunção hepática. A deficiência na insulina foi também verificada em 
estudos realizados em ratinhos, nos quais foi demonstrado que o excesso de ferro 
provoca a apoptose das ilhotas pancreáticas. Este efeito é devido ao aumento da 
expressão de DMT1, que promove uma maior acumulação de ferro e ao stress oxidativo 
mediado por este ião.104-106 A resistência à insulina pode ser causada pelo efeito direto 
do excesso de ferro na sua forma reativa, ou através de disfunção hepática.107 A relação 
entre a alta absorção, os altos níveis de armazenamento do ferro e a diabetes tipo 2 é 
bem conhecida.108 Isto foi demonstrado por vários estudos, onde se verificou que a 
ingestão de carne é um fator de risco para a diabetes tipo 2, devido à alta absorção do 
grupo heme presente na carne.109-111 Na diabetes tipo 2 os níveis de ferritina no soro 
encontram-se também aumentados.112 A ferritina é uma proteína com capacidade de 
armazenar ferro e funciona como indicadora dos níveis de ferro no organismo.8 
Finalmente, a melhoria verificada no controlo glicémico e resistência à insulina, com a 
redução dos níveis de ferro no organismo por terapia com agentes quelantes ou 
flebotomia, sugerem um papel patogénico do ferro na diabetes tipo 2.7, 113  
Determinadas patologias caracterizadas pela sobrecarga de ferro, como a 
hemocromatose e a talassemia levam ao aparecimento de ferro não ligado à Trf (NTBI – 
Non-transferrin bound iron).11, 12 O termo NTBI é geralmente utilizado para indicar não 
só ferro não ligado à transferrina mas também o ferro não ligado à ferritina ou ao grupo 
heme. O ferro livre tem elevada capacidade redox podendo gerar radicais livres que são 
conhecidos por causar danos em estruturas vitais.114 Nos casos onde ocorre sobrecarga 
de ferro o aparecimento de NTBI esta associado à total saturação da transferrina. 13 No 
entanto existem estudos que detetaram NTBI quando a transferrina não se encontrava 
totalmente saturada.14, 15 Apesar de Van Campenhout et al. não verificar aumento de 
NTBI nos pacientes com diabetes melito16, Sulieman et al., Lee et al. e Leoncini et al. 
17, 18, 115 demonstraram aumentos significativos desta ocorrência, apesar de não ocorrer 
variação significativa da saturação da Trf. Esta discrepância pode estar associada às 
diferentes metodologias utilizadas pelos autores, já que não existe uma metodologia 
específica para verificar a ocorrência de NTBI. Esta ocorrência pode estar associada à 
glicação da transferrina, já que a afinidade da Trf glicada para o ferro se encontra 
diminuída.  
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5.3 Transferrina 
A Trf é maioritariamente produzida nos hepatócitos e sob condições normais 
encontra-se hiposaturada (~30%), possui ainda uma alta capacidade para ligar ferro, 
prevenindo desta forma a acumulação de ferro não ligado à Trf (NTBI - non- transferin-
bound-iron).10, 96 Esta proteína possui um tempo de meia via de aproximadamente 7 
dias, e a sua concentração no plasma é constante (entre 2 a 3 g/l). No entanto, a sua 
concentração pode ser diminuída quando a síntese é diminuída e a sua degradação ou 
excreção aumentadas.116, 117 
A Trf é constituída por 679 aminoácidos, possui um peso molecular de 
aproximadamente 79 kDa, 19 ligações dissulfito e é protegida por duas cadeias laterais 
de hidratos de carbono (ligados no N terminal ao Asn 413 e Asn 611). Estruturalmente 
esta proteína é caracterizada pela presença de dois lóbulos homólogos denominados de 
lóbulo-N (336 aminoácidos e 8 pontes dissulfito) e lóbulo-C (343 aminoácidos e 11 
pontes dissulfito), que podem ligar dois iões férricos de uma forma dependente do pH.96, 
117-119 Cada lóbulo é constituído por dois subdomínios, N1 e N2 no lóbulo N e C1 e C2 
no lóbulo C, que por sua vez interagem entre si formando um forte domínio de ligação 
hidrofílico para o ião metálico.117, 120 Os subdomínios N1 e C1 consistem duas secções 
descontínuas, enquanto o N2 e C2 compreendem uma única região polipeptídica 
contínua. Estes sofrem uma modificação conformacional para libertar ou capturar o 
ferro, como exemplo a Lys-206 e a Lys-296 formam uma ponte de hidrogénio entre si 
quando o ferro se encontra ligado, no entanto quando o pH baixa, a ponte de hidrogénio 
quebra-se, os subdomínios rodam e o ferro é libertado.39, 117 Em ambos os lóbulos existe 
um local de ligação ao ferro que possui quatro aminoácidos conservados, duas tirosinas, 
um ácido aspártico, e uma histidina (ex. Lóbulo-N – Asp 63, Tyr 95, Tyr 188 e His 
249). A estabilização da ligação do ferro à Trf requer ainda a ligação de dois átomos de 
oxigénio, que geralmente provêm de um ião carbonato.117   
No plasma humano é possível encontrar quatro isoformas da Trf de acordo com 
o número e local de ligação do ião férrico. Sendo assim 1) caso não haja iões férricos 
ligados a proteína estamos perante a isoforma Fe0-Trf ou apo-Trf 2) se um ião Fe3+ se 
encontra ligado ao lóbulo N-terminal a isoforma Fe1N-Trf, 3) se o ferro está ligado ao 
C-terminal a isoforma Fe1C-Trf e finalmente 4) se ambos os lóbulos estiverem ligados a 
Fe3+ a isoforma Fe2-Trf ou holo-Trf.121     
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5.4 Glicação da transferrina 
A glicação da Trf pode ser um problema, porque induz modificações estruturais 
que podem provocar a perda de função da Trf. Ainda não foram feitos muitos estudos 
que elucidem as alterações na funcionalidade da Trf quando sujeita a glicação. Van 
Campenhout et al. verificaram num estudo in vitro que a glicação facilita a ligação 
inicial do Fe3+ à transferrina, contudo na presença de maiores concentrações deste ião a 
ligação torna-se mais fraca e o ferro mantém atividade redox. No mesmo estudo 
observou-se ainda que a distribuição das isoformas da Trf se encontrava alterada.121 
Mais uma vez Van Campenhout et al., num estudo para desenvolver uma nova técnica 
de quantificação da glicação da Trf in vivo, verificou que os níveis de glicação desta 
proteína se encontram aumentados na diabetes, e que a capacidade de ligação da Trf ao 
ferro se encontrava diminuída.122 Goodarzi et al., ao estudar os efeitos da glicação da 
Trf na sua capacidade antioxidante, concluíram também que a sua capacidade de ligação 
ao ferro se encontrava diminuída.39 Contudo, até hoje não existe uma caracterização 
estrutural dos produtos de glicação da Trf, não sendo desta forma possível compreender 
quais as alterações conformacionais responsáveis pela diminuição da afinidade desta 
proteína para o ferro. Como a Trf tem um tempo de vida curto, a sua glicação envolve 
principalmente a formação de PA, uma frutosamina, entre o grupo aldeído da glicose e 
os grupos amina livres das cadeias laterais dos aminoácidos da Trf.122 Para compreender 
o mecanismo que promove a diminuição da capacidade de ligação de ferro pela 
transferrina, é necessário identificar os resíduos suscetíveis de sofrer glicação e verificar 
a influência destes resíduos modificados na ligação ao ferro. 
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6.1 Reagentes  
A transferrina do soro humano (pureza ≥ 98%, quantidade de ferro ≤ 0,005%), o 
NBT (Nitroblue tetrazolium; N5514), o NTA (ácido nitrilotriacético, N0128) e o DMF 
(1-Deoxy-1-morpholino-D-fructose; D6149) foram adquiridos à Sigma-Aldrich. O 
padrão de ferro (TraceCERT®, 1000 mg/L Fe; 43149) à Fluka e a tripsina (TPCK 
treated, 4370285) foi adquirida à Applied Biosystems. 
6.2 Glicação in vitro da Apo- e holo-transferrina humana  
A apo-Trf humana foi dissolvida em tampão fosfato de sódio (20 mM) com 
azida (0,02%) a pH 7.4 contendo diferentes concentrações de D-Glucose (0, 10, 100, 
500 mM) para uma concentração final 2,5g/l de proteína. As amostras foram incubadas 
durante 7 e 14 dias a 37 ᵒC, após os quais foi removido o excesso de glucose por ciclos 
de concentração/diluição (6 ciclos de 15 minutos a 10000 g) com tampão fosfato de 
sódio (20 mM) com azida (0,02%) utilizando filtros Amicon Ultra-0,5 ml (MWCO 
3kDa; Merck Millipore). As amostras foram então congeladas a -70 ᵒC até posterior 
utilização.  
A holo-transferrina foi preparada por dissolução de apo-transferrina humana em 
tampão Hepes (20 mM) com bicarbonato de sódio (25mM) para uma concentração final 
de 2.5 g/l. Adicionou-se Fe (77 mM): NTA(30 Mm) preparada no tampão anterior e a 
partir de um padrão de ferro. A percentagem de saturação foi seguida no 
espectrofotómetro (GENESYS 10 UV-Visible Spectrophotometer; Thermo Scientific) 
recorrendo ao rácio A278/ A465. A concentração foi determinada recorrendo aos 
coeficientes de esticão molar (ξ). A apo-Trf possui um ξ278 de 93000 m
-1cm-1 atribuído 
às transições π-π*dos aminoácidos aromáticos. Já a holo-Trf possui um ξ465 de 5000 m
-
1cm-1 que corresponde a transferência de carga das tirosinas para o ferro.
123 
A glicação das amostras de holo-Trf foi posteriormente obtida por procedimento 
igual ao utilizado para a apo-Trf. Os ciclos de concentração/diluição foram feitos com 
tampão fosfato sódio (20mM) com bicarbonato de sódio (25mM) e azida (0,02%). 
Em ambos os casos a concentração final de Trf foi determinada recorrendo ao kit 
comercial da Bio-Rad (DC protein assay) que se baseia no método de Lowry124. A 
absorvância foi determinada num leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo 
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Scientific) a 750 nm, e a concentração foi obtida a partir de uma reta de calibração 
construída com concentrações conhecidas de Trf.  
6.3 Quantificação dos níveis de glicação da apo- e holo- Trf humana  
Os níveis de glicação da transferrina foram determinados a partir da 
concentração de frutose-amina, recorrendo ao método colorimétrico do NBT (Nitroblue 
tetrazolium) como descrito por Johnson et al. 125. O procedimento adotado para a 
medição da frutose-amina consistiu em adicionar a amostra (0,1 g/l) ao tampão 
bicarbonato de sódio (0,1 M e pH 10,8) contendo 0,25 mM NBT. Mediu-se a 
absorvância a 530 nm num leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific) 
durante 30 min (com intervalos de 1 min) a 37 ᵒC. Os valores entre os 5 e os 20 minutos 
foram comparados com uma reta de calibração conseguida a partir de DMF comercial.  
6.4  Avaliação da capacidade de ligação ao ferro da apo-Trf humana 
A avaliação da eficiência de ligação Fe3+ à Trf foi conseguida por adaptação do 
procedimento descrito por Van Campenhout et al.121. A apo-Tf (para uma concentração 
final de 2,5g/l) foi dissolvida em tampão fosfato de sódio (20 mM) com bicarbonato de 
sódio (25mM) (pH 7,4). Preparou-se uma solução de ferro e ácido nitrilotriacético 
(Fe:NTA) em tampão fosfato de sódio (20 mM) com bicarbonato de sódio (25 mM) 
com um rácio molar de 1 para 2 a partir do padrão de ferro. A solução Fe:NTA foi 
adicionada à amostra de forma a obter uma saturação teórica da transferrina de 100%, e 
a formação de complexos Fe-Trf foi monitorizada espectrofotometricamente a 450 nm 
durante 90 minutos (GENESYS 10 UV-Visible Spectrophotometer; Thermo Scientific). 
6.5 Análise da Trf glicada não digerida por MALDI-TOF-MS 
O número de modificações ocorridas na apo- e holo-Trf foi determinado 
recorrendo a MALDI-TOF-MS (4800 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, 
Europe). Esta técnica tem por base o desvio de massa causado pela formação de adutos 
com a glucose. A partir do desvio de massa é possível aferir o número de adutos 
formados com a proteína, possibilitando assim quantificação do número de 
modificações esperadas nas diferentes condições de incubação. Para isso as amostras 
foram passadas por uma zip tip (ZipTip com 0,6 µL de resina C4, Merck Millipore) de 
acordo com as indicações do fabricante. De seguida misturaram-se volumes iguais de 
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amostra e matriz, aplicou-se numa placa de MALDI em quadruplicado e deixou-se 
cristalizar. A matriz utilizada foi o ácido α-4-ciano-hidroxicinamico 5mg/ml (α-CHCA) 
preparada numa mistura de 1:1 aguá:acetonitrilo com 0,1% ácido trifluoroacético. Os 
espectros foram obtidos com o espectrómetro MALDI-TOF-MS em modo positivo 
(com uma gama de massa 20000-90000 com aproximadamente 1500 tiros laser). 
6.6  Identificação das modificações da apo- e holo-Trf humana glicada 
por espectrometria de massa tandem 
Digestão com tripsina 
As amostras de apo- e holo- Trf glicadas foram diluídas em tampão fosfato de 
sódio (20 mM) e tampão fosfato de sódio (20 mM) com bicarbonato de amónia 25 
(mM), respetivamente para uma concentração de 0,1 g/l. A digestão tríptica ocorreu 
durante a noite a 37 ᵒC com um rácio molar de 1de tripsina: 20 Transferrina. 
 
Separação e Análise dos digestos por nano-HPLC-ESI- Ion Trap-MS/MS 
A análise dos digestos foi conseguida recorrendo à técnica separativa nano-
cromatografia líquida de fase reversa acoplada a uma trapa iónica linear126 com fonte de 
ionização de nano-electrospray (nano-HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS). A separação por 
nano-HPLC foi efetuada num instrumento Ultimate 3000 (UltiMate 3000 RSLCnano 
System; Thermo scientific). Foram injetados 2µg de cada amostra numa coluna C18 
(Dionex C18 Acclaim 120, partículas de 5um; Thermo scientific), sendo posteriormente 
lavadas isocronicamente com 95% de tampão A (5% acetonitrilo, 0,1% ácido fórmico) 
durante 3 minutos e com 5% de tampão B (90% acetonitrilo, 0,1% ácido fórmico) com 
um caudal de 30 µl/min. Após 3 minutos o fluxo foi redirecionado para a coluna 
analítica capilar (Dionex C18 Pepmap 100, partículas de 3um, 150 mm x 75 µm; 
Thermo scientific) com um caudal de 0,3 ul/min. A separação dos péptidos ocorreu 
utilizando um gradiente linear de 5-50% de tampão B durante 57 min, 50-90% tampão 
B durante 2 min e por fim 3 minutos com 90% tampão B. O espectrómetro (Linear ion 
trap LXQ; Thermo Scientific) foi ajustado para modo positivo e os péptidos foram 
ionizados aplicando uma voltagem de 1,9 kV à agulha e uma temperatura do capilar de 
transferência de 275ºC. Foram obtidos espectros até MS3. Para a aquisição data 
dependent dos espectros de MS/MS, foi utilizado um intervalo de seleção de 0,5 Da 
com tempo de ativação de 30ms. A energia de colisão normalizada foi de 35%.  
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Análise bioinformática  
A análise bioinformática dos espectros de massa foi conseguida utilizando o 
algoritmo turbosequest, (Sequest-Bioworks 3.1; Thermo Scientific) e uma base de 
dados interna da Trf. Foram feitas pesquisas referentes às modificações por formação de 
adutos quer com a lisina quer com a arginina (Tabela 1). Os parâmetros de pesquisa 
compreenderam duas clivagens falhadas, um máximo de três modificações por péptido, 
com uma tolerância de 1 amu para o ião percursor e de 2 amu para os iões fragmento. 
Todas as identificações de péptidos contendo modificações foram confirmadas 
manualmente. No anexo 1 encontram-se sumariados os resultados das pesquisas 
bioinformáticas e no anexo 2 os espectros de MS tandem dos péptidos modificados por 
glicação.  
Tabela 1 – Desvios de massa associados a adutos de glicação envolvendo a lisina 
Adutos de glicação envolvendo a lisina  Desvio de massa (Da) 
Frutose-lisina 162,05 
Frutose-lisina-H2O 144,04 
Frutose-lisina-2H2O 126,03 
N-Carboxi-etil-lisina 72,02 
N-Carboxi-metil-lisina 58,01 
Pirralina  108,02 
  
Adutos de glicação envolvendo a arginina   
N-[5-(2,3,4-trihid roxibutil)-5-hidro-4-imidazolona-2il]ornit ina 144,04 
Tetrahidropirimidina 144,04 
Imidazolona B 142,03 
Argpirimidina 80,03 
N-(5-Hidro-5-metil-4-imidazolona-2-il)ornit ina 54,01 
N-(5-Hidro-4-imidazolona-2-il)ornit ina 39,99 
6.7 Análise estatística 
Os resultados são apresentados como médias de triplicados com o desvio padrão 
associado. O significado estatístico das diferenças entre amostras foi avaliado com base 
no algoritmo 1 way ANOVA com o pós-teste Tukey. 
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A determinação do efeito da glicação não enzimática e a determinação dos 
resíduos de aminoácidos modificados foi realizado in vitro em apo- e holo-Trf com dois 
períodos de incubação (7 e 14 dias), e com diferentes concentrações de D-Glucose (0, 
10, 100, 500 mM). Após incubação nas diferentes condições aferiram-se os níveis de 
glicação e o efeito desta na capacidade da ligação de ferro pela Trf recorrendo a 
métodos colorimétricos. Por fim identificaram-se os locais de glicação da apo-Trf 
glicada, obtida com as diferentes concentrações de D-Glucose, por análise dos digestos 
trípticos das diferentes amostras recorrendo à utilização de nano-HPLC-ESI-ionTrap-
MS/MS 
7.1  Determinação dos níveis de glicação in vitro da apo- e holo-Trf 
humana  
Neste estudo utilizou-se o método de deteção da frutose-lisina baseado num 
ensaio colorimétrico com NBT (nitroblue tetrazolium) de forma a averiguar a extensão 
da glicação. Os níveis de glicação para as diferentes incubações encontram-se 
representados na Fig. 8, onde se encontra representado o número de modificações 
esperado para as diferentes condições de incubação, sob a forma de µmol de frutose-
lisina por µmol de Trf. Verificou-se a tendência de um aumento dos níveis de frutose-
lisina para a apo e holo-Trf, quer com o aumento do tempo de incubação quer com o 
aumento da concentração de glucose utilizado. Para as amostras com apo-Trf incubadas 
por 7 dias (Fig. 8 a)) verificou-se variação estatisticamente significativa para as 
amostras incubadas com 100 (P<0,01) e 500 mM (P<0,001) de D-glucose quando 
comparadas com o controlo (incubação sem D-Glucose). Nestas amostras verificou-se 
um aumento de 1,88 (100 mM) e 2,43 (500 mM) mol de frutose-lisina por mol de Trf 
em relação ao controlo. Nas amostras incubadas por 14 dias as incubações com 100 e 
500 mM D-glucose apresentam também diferença estatisticamente significativa em 
relação ao controlo (P<0,001 e P<0,01 respetivamente). No entanto com 500 mM de D-
glucose a variação foi muito maior com uma diferença de 16,55 mol de frutose-lisina 
por mol de Trf em relação ao controlo. A incubação de holo-Trf (Fig. 8 b)) apresentou 
um comportamento semelhante, no entanto, para ambos os tempos de incubação, apenas 
a amostra incubada com 500 mM de glucose apresentou uma variação estatisticamente 
significativa quando comparada com o controlo (P<0,001). Da mesma forma que as 
amostras de apo-Trf a incubação com 500 mM de glucose na incubação por 14 dias 
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apresenta uma variação mais significativa (11,6 mol de frutoselisina por mol de Trf em 
relação ao controlo) que a amostra incubada por apenas 7 dias (2,3 mol de frutoselisina 
por mol de Trf em relação ao controlo). Os níveis de glicação da apo-Trf apresentavam-
se mais elevados quando comparados com a holo-Trf sendo a diferença mais 
significativa para as amostras incubadas por 14 dias. Contudo os resultados foram 
apenas estatisticamente significativos quando foram comparadas as amostras incubadas 
com 100 e 500 mM de glucose (P<0,01) por 7 dias, e as incubadas com 500 mM 
(P<0,001) por 14 dias.  
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Fig. 8 – Concentração de frutose-lisina normalizada à quantidade de proteína na amostra (mol de frutose-
lisina por mol de Trf) determinada por ensaio colorimétrico com NBT após incubação com 0, 10, 100, 
500 mM de D-glucose durante 7 e 14 dias da a) apo-Trf e b) holo-Trf. * - P<0,05; ** - P<0,01, *** - 
P<0,001 
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7.2 Análise da apo- e holo Trf glicada não digerida por espectrometria 
de massa 
A análise das proteínas não digeridas foi executada recorrendo a MALDI-TOF-
MS com o intuito de se quantificar os produtos iniciais de glicação formados em cada 
uma das condições de incubação com D-glucose. Este método tem por base o desvio de 
massa de 162,04 Da causado pela formação do aduto glucose-Trf, por sítio de ligação. 
A Fig. 9 apresenta um exemplo dos espectros obtidos por MALDI-TOF-MS para o 
controlo (0 mM de D-glucose) e para a amostra pré incubada por 14 dias com 500 mM 
de D-glucose. Pela análise dos espectros identificou-se os picos referentes ao ião 
molecular ([Trf+H]+) e ainda picos referentes ao ião molecular com cargas múltiplas 
([Trf+2H]2+, [Trf+3H]3+). As massas médias para cada um dos picos obtidos para as 
diferentes condições de incubação encontram-se representadas na tabela 2. Após obtidos 
os espectros de massa calculou-se o número de modificações com base na diferença de 
massa de acordo com a equação 2: 
  
     
  
                       
onde,   corresponde ao número de modificações esperadas,    à massa obtida da 
amostra glicada,    à massa obtida para o controlo e por fim    a massa de D-
Glucose. 
Fig. 9 - Espectros exemplificativos dos espectros obtidos por MALDI-TOF-M com as massas médias dos 
quadruplicados para a amostra incubada por 14 dias a) sem D-glucose e b) com 500mM de D-glucose  
 O número de modificações por molécula de holo- e apo-Trf, calculados de 
acordo com a equação 1 para os diferentes tempos de incubação (7 e 14 dias) e para as 
1 9 9 9 7 .0 3 4 0 6 0 .4 4 8 1 2 3 .8 6 2 1 8 7 .2 7 6 2 5 0 .6 9 0 3 1 4 .0
M a s s  (m /z )
4 2 0 9 .9
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
1 0 0
%
 I
n
te
n
s
it
y
4700 Linear Spec #1[BP = 40347.1, 4210]
1 9 9 9 7 3 4 0 6 0 4 8 1 2 3 6 2 1 8 6 7 6 2 4 9 9 0 3 1 2
M a s s  (m /z )
6 2 3 6 .7
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
1 0 0
%
 I
n
te
n
s
it
y
4700 Linear Spec #1[BP = 39636.0, 6237]
Massa (m/z) 
In
te
n
si
d
a
d
e
 
(%
) 
  
a) 
Massa (m/z) 
In
te
n
si
d
a
d
e
 
(%
) 
  
b) 
26965 
40522 
80852 
26478 
39849 
79627 
[Trf+3H]
3+
 
[Trf+H]
+
 
[Trf+2H]
2+
 
[Trf+3H]
3+
 
[Trf+H]
+
 
[Trf+2H]
2+
 
Resultados 
 
44 
 
diferentes condições de incubação com D-Glucoses encontram-se apresentados na 
tabela 2. Pela tabela verifica-se que quer o aumento da concentração de D-glucose na 
incubação quer o aumento do tempo de incubação levam ao aumento do número de 
modificações. Para a apo-Trf incubada por 7 dias foram calculadas a presença de 7 
modificações para a incubação com 500 mM de D-glucose e 3 para a incubação com 
100 mM de D-glucose. Já para a incubação por 14 dias foram obtidas 4 modificações 
para as amostras incubadas com 100 mM D-glucose e 9 para as incubadas com 500 mM 
D-glucose. 
Tabela 2 - Número de modificações observado para a apo- e holo-Trf incubadas durante 7 e 14 dias com 
0, 10, 100, 500 mM de D-glucose determinadas por MALDI-TOF-MS 
 
Tempo de 
 incubação 
(dias) 
Concentração 
 de D-glucose 
(mM)  
Massa (Da) ± Desvio padrão Número de 
modificações 
calculadas  
[Trf+H]
+
 [Trf+2H]
2+
 [Trf+3H]
3+
 
Apo-Trf 
7 
0 79858±71 39854±32 26465±27  
10 79780±161 39813±28 26459±6 0 
100 80222±92 40096±46 26629±25 3 
500 80793±49 40445±51 26830±33 7 
14 
0 79626±43 39848±56 26478±22  
10 79932±49 39820±57 26481±12 0 
100 80323±160 40148±81 26665±25 4 
500 80852±37 40522±18 26965±18 9 
Holo-Trf 
7 
0 80293±32 39805±29 26541±4  
100 80233±94 4009±75 26592±25 2 
500 81007±172 40584±106 26877±41 7 
14 
0 80056±305 39885±89 26505±22  
100 80340±115 40265±81 26716±77 3 
500 81476±120 40833±71 27160±28 11 
7.3 Identificação das modificações induzidas por glicação na apo- e 
holo-Trf por espectrometria de massa tandem   
A identificação das modificações foi conseguida por HPLC-ESI-Ion Trap-
MS/MS e posterior análise bioinformática (Sequest-Bioworks; Thermo Scientific). 
Teve-se por objetivo identificar os aminoácidos modificados e quais os produtos de 
glicação formados. No decorrer das pesquisas para a identificação dos péptidos 
modificados obteve-se uma taxa de cobertura entre 85 e 91% para a apo-Trf e entre 69 e 
81% para a holo-Trf. As modificações encontradas com base nestas pesquisas 
encontram-se apresentadas na tabela 3 para a apo-Trf com 7 e 14 dias de incubação com 
glucose. Não foi possível encontrar produtos iniciais de glicação com argininas. Os 
espectros obtidos por MS/MS referentes às amostras da holo-Trf apresentavam uma 
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baixa cobertura do péptido, o que impossibilitou a identificação fiável das modificações 
induzidas pela glicação. 
Para a apo-Trf e, de encontro aos resultados anteriormente obtidos, verificou-se 
um número crescente de modificações com o aumento das concentrações de D-glucose. 
No controlo e na amostra incubada com 10 mM de D-glucose identificaram-se apenas 
duas lisinas modificadas (k278 e k260) no péptido 277-291, independentemente do 
tempo de incubação. Para a amostra incubada com 100 mM de glucose por 7 dias 
observou-se a modificação de quatro lisinas (K196, K206, K278 e K260) nos péptidos. 
Já para a amostra incubada com as mesmas condições de glucose mas por 14 dias foram 
identificadas cinco lisinas modificadas (K103, K260, K278, K496, K534). As 
incubações com 500 mM de glucose, como observado anteriormente, foram as que 
apresentaram um maior número de lisinas modificadas. Para a incubação por 7 dias 
identificaram-se dez lisinas modificadas (K196, K206, K276, K278, K260, K291, 
K296, K31 2, K447 e K534). Já para as amostras incubadas por 14 dias o número de 
modificações foi ainda superior, detetando-se doze lisinas modificadas (K103, K206, 
K260, K276, K278, K280, K296, K312, K447, K534, K649 e K657).  
No decorrer das pesquisas obtiveram-se alguns espectros de menor qualidade 
onde o péptido não se encontrava totalmente identificado. As modificações 
representadas com um “*” na tabela 3 correspondem a modificações identificadas pela 
massa do péptido. Apesar de uma boa cobertura da sequência do péptido no espectro de 
MS/MS, a lisina onde se encontrava a modificação não era identificada, no entanto pelo 
desvio na massa do ião percursor pode concluir-se que a modificação esta presente. No 
péptido 277-291 apesar da grande maioria dos aminoácidos se encontrarem 
identificados, os iões fragmento, quer da série yn ou bn, não cobrem a posição da lisinas 
278 ou 280. A probabilidade calculada pelo software indicava por vezes a ocorrência da 
modificação apresentada, e por vezes para a modificação correspondente ao aduto 
carboxi-etil-lisina na posição 278 (K278) e frutoselisina na posição 280 (K280). Já que 
as duas modificações foram identificadas no mesmo péptido, não foi possível 
determinar qual a modificação que ocorre em cada lisina.  
O aduto primário da reação de glicação consiste em frutose-lisina, que promove 
um desvio de massa de 162,05 Da. A baixa incidência deste aduto no decorrer da 
análise bioinformática deveu-se a perdas neutras que são comuns na análise de proteínas 
glicadas por MS. O software identificou uma perda neutra de 56,03 Da em vários 
péptidos. Procedeu-se ainda à confirmação manual desta ocorrência (recorrendo ao 
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Tabela 3 - Modificações encontradas após análise dos péptidos trípticos obtidos a partir das amostras de 
transferrina incubadas com glucose (0, 10, 100, 500) durante 7 e 14 dias por HPLC-ESI-Ion Trap-
MS/MS; onde PIR corresponde a uma modificação por adição de uma pirralina; CEL -carboxi-etil-lisina; 
FL-H2O- Frutoselisina com uma desidratação, FL-2H2O- Frutoselisina e por fim FL-frutoselisina com uma 
desidratação. As modificações que se encontram marcadas com * correspondem a modificações 
identificadas de forma indireta. 
Apo-Trf com 7 Dias de incubação 
Concentração 
Glucose (mM) 
Resíduo 
aminoácido 
Sequência peptídica Aminoácido/modificação 
0 277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
10 277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
100 
194-206 CLK’DGAGDVAFVK K196 (FL-H2O) 
197-217 DGAGDVAFVK’HSTIFENLANK K206 (FL) 
277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
500 
194-206 CLK’DGAGDVAFVK K196 (FL-H2O) 
197-217 DGAGDVAFVK’HSTIFENLANK K206 (FL) 
260-278 EDLIWELLNQAQEHFGK’DK K276 (FL) 
277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
281-296 EFQLFSSPHGK’DLLFK K291 (FL) 
292-304 DLLFK’DSAHGFLK K296 (FL) 
309-324 MDAK’MYLGYEYVTAIR K312 (FL) 
435-447 SASDLTWDNLK’GK K445 (FL) 
528-545 GDVAFVK’HQTVPQNTGGK K534 (FL) 
  
Apo-Trf com 14 Dias de incubação 
Concentração 
Glucose (mM) 
Resíduo 
aminoácido 
Sequência peptídica Aminoácido/modificação 
0 277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
10 277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
100 
103-113 K’DSGFQMNQLR K103 (FL-2H2O) 
277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
491-511 DSSLCK’LCMGSGLNLCEPNNK K496 (FL) 
528-545 GDVAFVK’HQTVPQNTGGK K534 (FL) 
500 
103-113 K’DSGFQMNQLR K103 (FL) 
197-217 DGAGDVAFVK’HSTIFENLANK K206 (FL) 
260-278 EDLIWELLNQAQEHFGK’DK K276 (FL) 
277-291 DK’SK’EFQLFSSPHGK K278*/K280*(FL/CEL) 
292-304 DLLFK’DSAHGFLK K296 (FL) 
292-304 MDAK’MYLGYEYVTAIR K312(FL) 
435-447 KSASDLTWDNLK’GK K445 (FL) 
528-545 GDVAFVK’HQTVPQNTGGK K534 (FL)) 
645-657 NTYEK’YLGEEYVK K649 (FL) 
649-663 YLGEEYVK’AVGNLR K657 (FL) 
- A modificação encontrada no péptido 296-310 foi ainda encontrada na sua forma inversa, ou seja a k297 
modificada com a carboxi-etil-lisina e a k299 com a frutose-lisina. 
- As modificações representadas com um “*” foram determinadas com base na massa do péptido  
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software Qual browser; Excalibur). Em todos os casos, com base na massa do ião 
percursor, verificou-se que se tratava do aduto frutose-lisina que sofria três  
desidratações aquando da obtenção do MS2. A identificação quer do péptido, quer da 
modificação, ocorre pelo padrão de fragmentação do MS3 obtido a partir da 
fragmentação do ião referente ao pico mais intenso do MS2, sendo assim, a modificação 
devolvida pelo software correspondia a um desvio de massa 108,02 Da. 
As modificações verificadas na apo-Trf (pré incubada com 0, 10, 100, 500 mM 
de D-glucose por 7 e 14 dias) foram representadas na estrutura primária da proteína 
(Fig. 10), onde se verificou uma maior incidência de lisinas modificadas no lóbulo N 
nas amostras de apo-Trf incubadas por 7 dias. Já na amostra incubada por 14 dias a 
distribuição foi mais uniforme. Na figura 10, foram ainda representados os aminoácidos 
que desempenham uma função relevante na ligação do ferro à Trf, os resíduos 
diretamente envolvidos na coordenação ao ferro (Asp63, Tyr95, Tyr188, His249, 
Asp392, Tyr426, Tyr 517 e His 585), os aminoácidos que estabilizam a ligação do ferro 
por formação de pontes de hidrogénio (Lys206, Lys296, Lys534, Arg632, Asp634), os 
locais de ligação do ião carbonato e por fim os resíduos que permitem a alteração 
conformacional ocorrida aquando da ligação do ferro (Thr93, Val246, Pro247, Ala 424, 
Gly425, Arg581, Ala 582, Pro583). Verificou-se a presença de três lisinas modificadas 
(K206, K296, K534) que participam na estabilização da ligação do ião férrico. Apesar 
das restantes modificações não parecerem estar diretamente relacionadas com a 
capacidade da Trf, enquanto quelante de ferro, optou-se por apresentar a localização das 
modificações na representação tridimensional da holo-Trf (publicada por Wally et al. 127 
PDB ID 2HAU) após incubação com D-glucose (0, 10, 100, 500 mM) (Fig. 11). 
De forma análoga à sequência primária representaram-se na estrutura 
tridimensional os aminoácidos relevantes na ligação do ferro à transferrina. A estrutura 
tridimensional demonstra de forma clara a presença dos dois lóbulos C (aminoácidos 1-
331) e N (aminoácidos 339-679). As cavidades dos sítios de ligação ao ferro são 
também claramente distinguidas. Verifica-se ainda na base destes sulcos a presença dos 
sítios conservados de ligação ao ferro e os aminoácidos por onde ocorre a torção dos 
subdomínios aquando da ligação de ferro. Identificou-se ainda os domínios de ligação 
ao recetor da Trf (RTrf). Após representação dos aminoácidos passiveis de glicação da 
apo-Trf incubada com 0, 10, 100 e 500 mM D-glucose por 7 e 14 dias na estrutura 
tridimensional verificou-se que as modificações se encontravam maioritariamente à 
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superfície da proteína com exceção das lisinas 206, 296 e 534 que se encontram dentro 
das cavidades onde ocorre ligação ao ferro. 
                    1         11         21         31         41  
MRLAVGALLV CAVLGLCLAV PDKTVRWCAV SEHEATKCQS FRDHMKSVIP SDGPSVACVK  
 
        51         61         71         81          91        101  
KASYLDCIRA IAANEADAVT LDAGLVYDAY LAPNNLKPVV AEFYGSKEDP QTFYYAVAVV  
 
       111        121        131        141        151         161  
KKDSGFQMNQ LRGKKSCHTG LGRSAGWNIP IGLLYCDLPE PRKPLEKAVA NFFSGSCAPC  
 
       171        181        191        201         211        221  
ADGTDFPQLC QLCPGCGCST LNQYFG YSGA FKCLKDGAGD VAFVKHSTIF ENLANKADRD 
  
       231        241         251        261        271        281  
QYELLCLDNT RKPVDEYKDC HLAQV SHTV VARSMGGKED LIWELLNQAQ EHFGKDKSKE  P
 
       291        301        311        321        331 linker   341  
FQLFSSPHGK DLLFKDSAHG FLKVPPRMDA KMYLGYEYVT AIRNLREGTC PEAPTDECKP  
 
       351        361        371        381         391        401  
VKWCALSHHE RLKCDEWSVN SVGKIECVSA ETTEDCIAKI MNGEADAMSL DGGFVYIAGK  
 
        411        421        431        441       451         461  
CGLVPVLAEN YNKSDNCEDT PE YFAIAV VKKSASDLTW DNLKGKKSCH TAVGRTAGWN  
 
       471        481        491        501        511         521  
IPMGLLYNKI NHCRFDEFFS EGCAPGSKKD SSLCKLCMGS GLNLCEPNNK EGYYG YTGAF  
 
       531        541        551        561        571        581  
RCLVEKGDVA FVKHQTVPQN TGGKNPDPWA KNLNEKDYEL LCLDGTRKPV EEYANCHLA   
 
       591        600        611        621        631         641  
NHAVVTRK DKEACVHKIL RQQQHLFGSN VTDCSGNFCL FRSETKDLLF RDDTVCLAKL  AP
 
       651        661        671  
HDRNTYEKYL GEEYVKAVGN LRKCSTSSLL EACTFRRP  
Fig. 10 - Estrutura primária da Trf incluindo o péptido sinal (a vermelho) onde estão representadas , a 
sombreado amarelo, as  modificações identificadas após incubação com glucose por 7 dias, com 
sombreado azul as identificadas após 14 dias e a verde as que foram verificadas em ambos.Com caixas a 
vermelho estão representados os sítios conservados de ligação ao ferro e a roxo os aminoácidos que 
estabilizam a ligação do ferro à Trf. Com realce rosa, estão representadas os locais por onde ocorre a 
alteração conformacional, com realce cinzento os sítios de ligação do ião carbonato e a sublinhado os 
sítios de interação com o recetor. O subdomínio N1 compreende os resíduos 1-92 e 247-331, o N2 os 
resíduos 93-246 , o C1 os resíduos 339-425 e por fim o C2 os resíduos 426-572. (sequência adaptada de 
uniprotKB ID: P02787) 
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Fig. 11 - Representação em cartoon da Trf, onde se encontra representado os lóbulos C e N sob a forma 
dos seus subdomínios. O subdomínio C1 encontra-se a azul, o C2 a verde, o N1 a castanho e por fim o N2 
a roxo. A vermelho estão representados os sítios de ligação do ferro a cinzento os sítios de ligação do ião 
bicarbonato a rosa os locais por onde ocorre a alteração conformacional, a laranja os aminoácidos que 
participam na estabilidade da ligação Trf-Fe, a preto o “linker” que liga os dois lóbulos, a azul os locais 
de interação com o RTrf e por fim a amarelo os resíduos amino acídicos  modificados por glicação 
observados após pré incubação com d-Glucose. (adaptado de 
127
 PDB ID 2HAU editada no Protein 
Worksop RCBS PDB
128
) 
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Fig. 12 - Representação em cartoon da Trf com ampliação das cavidades onde se liga o ferro. As lisinas 
modificadas após incubação com D-glucose (0, 10, 100, 500 mM) encontram-se representadas a amarelo, 
o subdomínio C1 encontra-se a azul, o C2 a verde, o N1 a castanho, o N2 a roxo. A vermelho estão 
representados os sítios de ligação do ferro a cinzento os sítios de ligação do ião carbonato, a rosa as 
dobradiças moleculares , a azul os sítios de ligação ao RTfr  e a laranja os aminoácidos que participam na 
estabilidade da ligação Trf-Fe (adaptado de 
127
 PDB ID 2HAU editada no Protein Worksop; RCSB PDB 
128
).  
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7.4 Avaliação da capacidade de ligação ao ferro da apo-Trf glicada 
A eficiência da ligação do Fe3+ foi avaliada seguindo espectrofotometricamente 
(a 465 nm) a formação de holo-Trf durante 90 minutos após adição de Fe:NTA até uma 
saturação teórica de 100%. Os dados recolhidos foram representados graficamente, sob 
a forma de absorvância em função do tempo (em min), onde o aumento da absorvância 
resulta do aumento da concentração de Trf ligada ao ferro (Fig. 13). A concentração 
inicial de apo-Trf é a mesma em todas as condições, sendo desta forma notório que com 
o aumento da glicação, a capacidade quelante da Trf diminui quer para as amostras 
incubadas com glucose por 7 dias (Fig. 13 a)) quer para as amostras incubadas por 14 
dias (Fig. 13 b)).  
Para elucidar os resultados, dado a pequena variação na absorvância entre as 
diferentes condições e ainda à sobreposição de alguns desvios padrão, optou-se por 
fazer análise estatística comparativa. As curvas foram obtidas com intervalos de 10 
segundos durante 90 minutos. Sendo assim dado o elevado número de dados adquiridos, 
a comparação estatística entre as várias curvas foi executada apenas nos pontos 
referentes aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. Para as amostras incubadas com glucose 
por 7 dias (Fig. 13 a)) as diferenças possuem significado estatístico (P<0,001) com 
exceção da amostra correspondentes à incubação com 10 mM de D-glucose. Esta 
quando comparada com a amostra incubada sem D-glucose é apenas estatisticamente 
significante com P<0,05. A comparação das diferentes condições para as amostras após 
14 dias de incubação (Fig. 13 b)) demonstrou que as diferenças entre amostras eram 
também estatisticamente significativas com P<0,001. 
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Fig. 13 – Comparação da capacidade quelante de ferro da Trf durante 90 min a 465 nm, após incubação 
com 0 (azul), 10 (verde), 100 (vermelho) e 500 (preto) mM de glucose durante a) 7 dias e b) 14 dias . A 
estatística comparativa para as diferentes condições de incubação apresentou significado estatístico com 
P<0,05 
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Após 90 minutos de incubação com Fe:NTA a saturação máxima (Fig. 14) 
diminui com o aumento dos níveis de glicação em ambos os tempos de incubação (7 e 
14 dias). Esta verificação foi apenas estatisticamente significativa para as amostras 
incubadas com 500 mM (P<0,01) de D-glucose por 7 dias  e com 100 (P<0,05) e 500 
(P<0,001) mM de D-glucose por 14 dias, quando comparadas com os respetivos 
controlos. Os controlos apresentam máximos de saturação de 73,4% e 67,0% para as 
incubações por 7 e 14 dias respetivamente. As amostras pré incubadas com 500 mM de 
glucose apresentam uma saturação máxima de 43,03% para a amostra incubada por 7 
dias e 27.84% para a amostra incubada por 14 dias, ou seja, aproximadamente metade 
dos controlos. 
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Fig. 14 - Comparação da saturação máxima em percentagem após 90 minutos de incubação com Fe:NTA 
da apo-Trf incubada com 0, 10, 100, 500 mM de D-glucose durante 7 e 14 dias . * - P<0,05; ** - P<0,01, 
*** - P<0,001 
A velocidade inicial de formação do complexo Fe-Trf foi avaliada por aplicação 
de uma regressão linear entre os 20 e os 100 segundos (Fig. 15). Quando comparadas as 
diferentes condições de incubação com D-glucose para os dois tempos de incubação (7 
e 14 dias) verificou-se em todos os casos uma ligeira variação sem significado 
estatístico. Contudo, e apesar de apenas a amostra referente à incubação com 500 mM   
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Fig. 15  – Comparação da velocidade inicial da ligação de ferro à Trf da apo-Trf incubada com 0, 10, 100, 
500 mM de glucose durante 7 e 14 dias . * - P<0,05; ** - P<0,01, *** - P<0,001 
de D-glucose por 14 dias apresentar significado estatístico (P<0,05) quando comparada 
com o controlo, é notória a tendência para o decréscimo da velocidade inicial com o 
aumento dos níveis de glicação com exceção da amostra referente à incubação com 10 
mM de D-glucose.  
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No presente estudo in vitro verificou-se a possibilidade de induzir glicação da 
apo- e holo-Trf humana, por tratamento com diferentes concentrações de glucose 
durante dois períodos de incubação (7 e 14 dias). As diferenças nos níveis de glicação 
foram apenas significativas para as amostras incubadas com 100 e 500 mM de D-
glucose, indicando assim, uma baixa suscetibilidade de glicação da Trf. A análise por 
espectrometria de massa da apo-Trf incubada com 0, 10, 100, e 500 mM de D-glucose 
permitiu a identificação de um máximo de 13 lisinas passíveis de sofrer glicação após 
14 dias de incubação. As lisinas 206, 296 e 534 apresentavam-se modificadas por 
formação do aduto frutose-lisina, o que pode justificar a diminuição da capacidade de 
ligação ao ferro apresentada pela Trf glicada. 
A determinação da extensão da glicação teve por base a determinação do 
número de adutos de frutose-lisina formados, e foi obtida espectrofotometricamente e 
por MALDI-TOF-MS. A determinação do número de modificações para as incubações 
de apo- e holo-Trf por 7 e 14 dias com 0, 10, 100, 500 mM de D-glucose por MALDI-
TOF-MS apresentou a mesma tendência que a obtida pelo método colorimétrico, ou 
seja, aumento da glicação com o aumento do tempo de incubação e da concentração de 
D-glucose. No entanto, o número de modificações detetado pelo método 
espectrofotométrico e por MALDI-TOF-MS foi discrepante. No método colorimétrico a 
exatidão na determinação do número de PAs formados por mole de proteínas depende 
de uma quantificação eficiente da proteína. Assim, as diferenças verificadas podem 
estar associadas a desvios na quantificação da proteína pelo método de Lowry. Este 
método ocorre em dois passos: 1) reação do ião cobre com ligações peptídicas sob 
condições alcalinas, com oxidação dos resíduos aromáticos das proteínas 2) reação do 
Cu+ produzido pela oxidação das ligações peptídicas com o reagente de Folin-
Ciocalteu.124 No entanto Spears et al. verificaram que a apo-Trf tem uma elevada 
capacidade de ligar metais de transição incluindo o cobre.129 Qian et al. verificaram 
também que os produtos de glicação tinham elevada capacidade de ligar cobre e 
ferro.130 Sendo assim a disponibilidade do ião cobre para a reação com o reagente de 
Folin-Ciocalteu poderá apresentar variações de acordo com o nível de glicação e de 
apo-Trf funcional. A determinação por MALDI-TOF-MS é desta forma mais fiável pois 
a determinação das modificações é direta e como consequência mais sensível. O número 
de modificações encontradas por nano-HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS na apo-Trf 
incubada com D-glucose (0, 10, 100,500) por 7 e 14 dias permitiram validar as 
conclusões obtidas por MALDI-TOF-MS. Os resultados obtidos assemelham-se ao 
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anteriormente descrito por Van Campenhout et al. e Goodarzi et al..39, 116 Van 
Campenhout et al. adotou um procedimento espectrofotométrico semelhante ao 
utilizado no decorrer deste trabalho. No entanto para o cálculo da concentração de 
frutose-lisina foi utilizado um kit comercial baseado no soro humano.116 Goodarzi et al. 
utilizou o método colorimétrico baseado no ácido tiobarbitúrico, que hidrolisa as 
proteínas glicadas formando 5-hidroximetil furfual.39 Contudo, em ambos os métodos a 
tendência verificada foi a mesma: aumento dos níveis de glicação com o aumento da 
concentração de glucose. Este facto está obviamente associado à maior disponibilidade 
do açúcar redutor para catalisar a glicação. Goodarzi et al. verificou ainda o aumento da 
glicação com o aumento do tempo de incubação.39 
Constatou-se que a evolução da glicação ocorrida na holo-Trf apresentava um 
comportamento semelhante ao descrito para a apo-Trf, contudo a extensão da reação foi 
ligeiramente reduzida. Esta variação poderá ser devida às alterações conformacionais 
que ocorrem na proteína com a ligação ao ferro. Para a apo-Trf os domínios de ligação 
ao ferro encontram-se numa conformação aberta, que se fecham por rotação rígida dos 
lóbulos aprisionando o ião férrico.131 Esta conformação fechada pode levar assim a uma 
diminuição de aminas livres passíveis de sofrer glicação. De notar que os espectros de 
nano-HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS obtidos para a holo-Trf apresentavam baixa 
qualidade e como consequência as pesquisas bioinformáticas não permitiram a 
identificação dos locais de glicação. Esta ocorrência pode estar associada a uma 
digestão tríptica ineficiente. Evans et al. verificaram que a digestão tríptica da holo-
transferrina é muito menos eficiente quando comparada com a apo-Trf.132 A glicação 
pode ainda exacerbar esta ocorrência já que evita a clivagem junto às lisinas 
modificadas, aumentando desta forma o número de clivagens falhadas.89, 133 A presença 
de quantidades residuais de ferro na preparação da holo-Trf pode originar danos 
oxidativos na tripsina levando à perda de função. Por outro lado podem ocorrer danos 
oxidativos na tripsina pela holo-Trf glicada. Fujimoto et al. verificaram ainda que a 
holo-Trf apresentava um aumento significativo na produção de radicais superóxido e 
hidroxilo quando comparada com a apo-Trf.134 Os radicais produzidos poderão induzir 
oxidação da tripsina inativando-a. Para superar estes problemas foram testadas algumas 
metodologias. Numa tentativa de remover o ferro e facilitar a digestão procedeu-se à 
acidificação com HCL para um pH<4, e ainda se utilizou deferiprona com a finalidade 
de ligar o ferro. Tentou-se ainda o enriquecimento dos péptidos glicados por 
cromatografia de afinidade com fenilboronato com e sem redução com boroidreto de 
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sódio, cuja finalidade é estabilizar o produto de Amadori. Estas metodologias não foram 
bem sucedidas pelo que não foi possível aprofundar a analise por MS da holo-Trf. 
A análise por nano-HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS providenciou informação 
quanto à localização dos aminoácidos que sofreram modificação e quais as 
modificações ocorridas nas diferentes condições de incubação da apo-Trf. A 
modificação maioritariamente identificada compreende o aduto frutose-lisina. O aduto 
frutose-lisina consiste no produto inicial de glicação, que sofre rearranjos, oxidações, 
ciclizações e desidratações formando AGEs A formação de AGEs requer longos 
períodos de incubação (semanas ou meses) e ainda espécies capazes de promover a 
oxidação.135 Não sendo fornecidas estas condições não era esperado a formação de 
AGEs. Todas as modificações encontradas ocorreram em lisinas, no entanto era 
espectável surgirem modificações na arginina já que este aminoácido apresenta 
características semelhantes às da lisina em termos de carga, nucleoficidade e 
hidrofobicidade.41 A ausência de modificações nas argininas pode ser explicada pelo 
baixo teor desta aminoácido na proteína quando comparado com a lisina. A transferrina 
humana possui 26 argininas e 58 lisinas, o que corresponde respetivamente a 3,8% e 
8,5% do total de aminoácidos. As representações dos locais de glicação na estrutura 
primária e terciária permitiram avaliar não só a localização dos aminoácidos 
modificados, mas também a sua proximidade com os resíduos envolvidos na ligação ao 
ferro. Verificou-se na estrutura primária a ocorrência de um maior número de 
modificações no lóbulo N após 7 dias de incubação com D-glucose. Após 14 dias de 
incubação, apesar de surgirem novas modificações no lóbulo C, o lóbulo N permanecia 
a compreender um maior número de modificações. Sendo assim pode-se concluir que o 
lóbulo N é mais suscetível a danos resultantes da glicação.  
Para além da nucleoficidade foram verificados outros fatores de grande 
importância para a glicação. Para as lisinas, foi sugerido que as propriedades dos 
aminoácidos próximos determinam se esta é glicada ou não. Foi verificado na estrutura 
primária que a proximidade de outra lisina promove a glicação.136 Resíduos de aspartato 
e argininas próximos das lisinas a nível tridimensional parecem também promover a 
glicação.137 A proximidade de aminoácidos acídicos e aminoácidos carregados 
positivamente quer a nível da estrutura primária quer terciaria, catalisam o rearranjo de 
Amadori, tornando assim a lisina mais reativa.138 Pelo contrário, a formação de pontes 
de hidrogénio entre a lisina e outros aminoácidos promove a proteção destas.136 Estas 
condições podem explicar o aparecimento de um maior número de modificações com o 
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aumento do período de incubação, já que algumas lisinas são mais passiveis de glicação 
do que outras.  
Na incubação com 100 mM de D-glucose por 7 dias observaram-se 4 lisinas 
modificadas (K196, K206, K278 e K280), já para a apo-Trf incubada nas mesmas 
condições mas por 14 dias verificaram-se 5 lisinas modificadas (K103, K278, K280, 
K496 e K534). As lisinas K196 e K206 que foram observadas na amostra pré-incubada 
por 7 dias não foram detectadas na amostra incubada por 14 dias. O mesmo se verificou 
para as amostras incubadas com 500 mM, de D-glucose, na qual a glicação das lisinas 
196 e 291 foi detectada na amostra incubada por 7 dias e não nas amostras incubadas 
por 14 dias. Este facto pode estar associado à reversibilidade do produto de Amadori. 
As diferenças encontradas com o aumento do tempo de incubação implicam que a 
reação não teria atingido o equilíbrio ao fim de 7 dias. As diferentes lisinas da proteína 
competem pela ligação à glucose, pelo que ao final de 7 dias podem formar-se adutos 
cuja cinética de formação seja mais rápida. No entanto, ao final de 14 dias, ou seja, mais 
próximo do ponto de equilíbrio, apesar de cineticamente mais lentos os novos adutos 
observados poderão ser mais estáveis. Sendo assim pode supor-se que o equilíbrio é 
menos favorável à formação de adutos nas lisinas 196 e 206 na amostra incubada por 14 
dias com 100 mM de D-glucose, e nas lisinas 196 e 291 na amostra incubada com 500 
mM de D-glucose. Como consequência, a abundancia relativa destas modificações será 
diminuída, lavando a que não sejam identificadas por MSn. 
Uma outra característica abordada neste trabalho consistiu na avaliação da 
capacidade de ligação da transferrina glicada ao ião férrico. Esta proteína é capaz de 
ligar vários iões de metais (cobalto, cobre e ferro). Na perspetiva dos sistemas 
biológicos a ligação do ião férrico é a de maior importância, dado a elevada necessidade 
deste ião e os seus efeitos deletérios quando presente na sua forma livre. Esta ligação é 
altamente dependente do pH e da presença de um ião sinergético, usualmente o ião 
bicarbonato (in vivo).139-141 Van Campenhout et al. verificou que a ligação de ferro se 
encontrava comprometida de forma dependente dos níveis de glicação.121 Este autor 
incubou apo-Trf (2,5 g/l) com Ferro:NTA e com várias concentrações finais de ferro. A 
formação de complexos Fe-Trf foi seguida espectrofotometricamente a 470 nm durante 
90 min.121 A metodologia adotada no decorrer deste trabalho assemelha-se à descrita 
por esta autor assim como os resultados obtidos. Tal como os resultados descritos por 
Van Campenhout, neste trabalho verificou-se uma tendência para a diminuição da 
saturação máxima da Trf com o aumento dos níveis de glucose utilizados na preparação 
Discussão 
 
61 
 
da transferrina glicada, no entanto a significância estatística só foi atingida para as 
concentrações de glucose correspondentes a 100 e 500 mM quando comparada com o 
controlo. Para além de se verificar que a saturação máxima da proteína era reduzida 
pelo aumento dos níveis de glicação, também se observou que a velocidade inicial de 
reação tendia a diminuir. Sendo assim, pode supor-se que a glicação estará associada a 
modificações estruturais que dificultam a ligação do ião férrico à proteína. A Trf sofre 
grandes alterações conformacionais para libertar ou ligar ferro, estas correspondem à 
abertura e fecho dos dois lóbulos e ainda à torção dos subdomínios N1-N2 e C1-C2.142, 
143 Esta alteração ocorre por torção rígida dos subdomínios em torno de um conjunto de 
resíduos, que no lóbulo N consiste nos aminoácidos Thr93, Val246 e Pro247; já no 
lóbulo C os aminoácidos Ala 424, Gly425, Arg581, Ala 582 e Pro583.127, 144 Existem 
ainda locais de ligação ao ferro no lóbulo C (Asp392, Tyr426, Tyr 517 e His 585), e no 
lóbulo N (Asp63, Tyr95, Tyr188 e His249).145, 146 Após ligação do ferro há aminoácidos 
que formam pontes de hidrogénio entre si e estabilizam esta ligação. Estes têm vindo a 
ser associados às diferentes velocidades à qual a transferrina liberta o ferro. No lóbulo N 
a ponte de hidrogénio é formada entre a Lys206 e Lys296 não carregadas, já no lóbulo 
C esta di-lisina é substituída por três aminoácidos (Lys534, Arg632, Asp634).145, 147 Na 
incubação da apo-Trf as modificações que se destacaram foram as que ocorreram, em 
ambos os lóbulos, nos locais de estabilização do ferro após incubação por 7 e 14 dias. 
No lóbulo N ambas as lisinas (Lys206 e Lys296) encontram-se modificadas por 
formação do aduto frutose-lisina, na apo-Trf incubada com 100 e 500 mM de D-glucose 
por 7 dias e 500 mM por 14 dias (Fig. 12 a)). No lóbulo C a lisina 534 também se 
encontrava modificada por formação do aduto frutose-lisina (Fig. 12 b)) nas amostras 
incubadas com 500 mM de D-glucose por 7 dias e com 100 e 500 mM de D-glucose por 
14 dias. Dado que ambas a lisinas no lóbulo C se encontram modificadas não haverá 
formação da ponte de hidrogénio, não ocorrendo assim estabilização da ligação do ferro 
à transferrina. O mesmo acontecerá no lóbulo C, já que é a lisina 534 que se encontra 
modificada. Um outro facto importante consiste no posicionamento destas lisinas na 
estrutura terciária. Na estrutura tridimensional da proteína verificou-se que estas se 
encontram orientadas para o centro da cavidade onde se liga o ferro, e relativamente 
próximas dos sítios de ligação ao ferro. Sendo assim, a formação de adutos nestes 
resíduos poderá impedir ou dificultar fisicamente o acesso do ferro à cavidade onde 
ocorre a ligação. Estes resultados estão de acordo com os resultados anteriormente 
discutidos onde se verificou que o aumento dos níveis de glicação promovia uma 
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diminuição da capacidade ligante de ferro e ainda à diminuição dos máximos de 
saturação com os diferentes tempos de incubação. As restantes modificações 
encontradas não parecem estar diretamente relacionadas com a ligação do ferro, no 
entanto devido à grande alteração estrutural entre a apo-Trf e a holo-Trf não se sabe 
qual a relevância dos restantes aminoácidos na estabilização das diferentes 
conformações. 
Um outro parâmetro importante na manutenção da homeostase do ferro consiste 
na interação da Trf com o seu recetor (RTrf), que medeia a internalização celular do 
ferro. Cheng et al. e Wally et al. verificaram por cristalografia a interação de ambos os 
lóbulos da Trf com o recetor, e ainda que o lóbulo C possui uma afinidade maior para o 
RTrf e propuseram que este promove a aproximação do lóbulo N (com menos afinidade 
para o RTrf).100, 127 Uma alteração no lóbulo N permite que este seja capturado pelo 
RTrf e permaneça ligado à superfície do RTrf. Nos mesmos estudos, foram ainda 
propostos os aminácidos que participam na formação do complexo Trf-RTrf. Estes 
compreendem no lobolo N os resíduos 71-74 e 142-145, e no lóbulo C os resíduos 349, 
352-360 e 365-372.100, 127 Ao mapear estes aminoácidos na estrutura tridimensional 
denotou-se que uma das lisinas modificadas (K312) se encontrava próxima da sequência 
71-74 (Fig. 12 c). Para alem da sua proximidade a lisina possuía a mesma orientação 
que o resíduo de tirosina. Sendo assim a modificação pode, desta forma, dificultar a 
ligação do lóbulo N, diminuindo ainda mais a afinidade deste lóbulo para com o RTrf. 
Estas observações in vitro têm implicações in vivo pois já foi verificado que a 
glicação da transferrina em pacientes com diabetes melito encontra-se aproximadamente 
5 vezes aumentada.148 Apesar de não se ter verificado modificações na apo-Trf incubada 
com 10 mM de D-glucose por 7 e 14 dias, ou seja, dentro da gama fisiopatológica, 
demonstrou-se que a glicação aumenta de forma independente da concentração de 
glucose com o tempo de exposição. No decorrer deste trabalho, com incubação máxima 
com glucose por 14 dias verificou-se que o produto inicial de glicação (frutose-lisina) 
foi o responsável pela perda de função da Trf. Sendo assim, a hiperglicemia provocada 
pela diabetes, sobretudo a longo prazo, pode levar a ocorrência destas modificações 
promovendo a perda de função da Trf. A diminuição da capacidade de ligação ao ferro 
pela Trf pode levar a um aumento de ferro na sua forma reativa. Este ião, por sua vez, 
poderá catalisar a formação de AGEs (causando danos irreversíveis na proteína), 
promover o aumento da peroxidação lipídica verificada na diabetes e por fim o 
característico aumento de stress oxidativo nesta patologia. 
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Conclusão  
A glicação de proteínas no soro humano tem suscitado interesse a vários 
investigadores devido ao aumento exponencial da incidência e prevalência da diabetes 
melito. Vários estudos incidiram sobre os mecanismos envolvidos nesta patologia, 
tendo-se verificado a presença de uma relação entre a hiperglicemia e a glicação de 
várias proteínas. Os AGE encontram-se fortemente associados com grande parte dos 
sintomas mais graves da diabetes melito. No entanto, a formação de produtos iniciais de 
glicação em determinadas proteínas pode levar à sua disfunção. Por outro lado, 
verificou-se a presença de alterações no metabolismo do ferro com o desenvolvimento 
desta patologia. A transferrina do soro humano liga virtualmente todo o ferro livre no 
plasma, e através da corrente sanguínea distribui este ião por todo o organismo. No 
decorrer deste trabalho confirmou-se in vitro a suscetibilidade desta proteína em sofrer 
glicação e a diminuição da sua capacidade de ligação ao ferro.  
O estudo in vitro de apo- e halo-Trf permitiu verificar que a extensão da glicação 
aumenta, quando aumentado o tempo de exposição e/ou a concentração de glucose. 
Verificou-se ainda que a capacidade da transferrina ligar ferro (níveis máximos de 
saturação) apresentava uma tendência decrescente, implicando assim uma diminuição 
funcional desta proteína. Estas foram realizadas espectrofotometricamente e para a apo-
Trf confirmadas por MS. A representação das modificações obtidas pela análise por MS 
na estrutura primária da Trf permitiu verificar uma distribuição não uniforme das 
modificações pelos lóbulos N e C. O lobolo N apresentava um maior número de 
modificações, concluindo-se assim uma maior suscetibilidade deste para a glicação. 
Entre as lisinas modificadas destacaram-se as Lys 206 e 296 no lóbulo N e a Lys 534 no 
lóbulo C, dado que participam na estabilização da ligação do ferro. As Lys 206 e 296 
não carregadas formam uma ponte de hidrogénio entre os subdomínios N1 e N2 
estabilizando o lóbulo N na holo-Trf. O mesmo se verifica para a Lys 534 que se 
encontra no subdomínio C2 e forma ponte de hidrogénio com a Arg 632 e Asp 634 no 
subdomínio C2. Para além da função estabilizadora, a nível tridimensional, estas lisinas 
encontram-se na cavidade onde se liga o ferro. A glicação destas três lisinas pode então 
explicar a diminuição na capacidade de ligação do ferro pela Trf. A representação 
tridimensional demonstrou que a modificação na lisina 312, possui a mesma orientação 
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que a tirosina 71, podendo assim promover a diminuição da afinidade do lóbulo N da 
Trf com o respetivo recetor. 
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Perspetivas futuras 
A caraterização estrutural da apo-Trf glicada foi executada com sucesso, no 
entanto a análise de holo-Trf glicada não. A análise por MS da holo-Trf é essencial de 
forma a se verificar se a glicação promove a libertação do ião férrico. Por outro lado, só 
nesta conformação é que a proteína se liga ao RTrf, sendo assim é importante verificar 
se existem outros aminoácidos passiveis de glicação, e se estes são importantes, por 
exemplo, na ligação ao recetor. É portanto necessário o desenvolvimento de uma 
metodologia ou otimização das metodologias já existentes, de forma a obter a 
caracterização da holo-Trf glicada. Para isso a digestão da holo-Trf tem de ser 
melhorada, recorrendo a técnicas que permitam a remoção de ferro ou ainda 
antioxidantes de forma a prevenir a inibição oxidativa da protéase utilizada no estudo. 
 Numa primeira instância apenas quatro das onze modificações encontradas 
tinham importância na funcionalidade da Trf. No entanto esta proteína sofre grandes 
alterações conformacionais quando liga o ferro. Sendo assim uma análise 
computacional de forma a se verificar qual o efeito da glicação nos restantes 
aminoácidos modificados, poderia permitir uma melhor explicação dos efeitos da 
glicação na afinidade desta proteína para o ferro. 
A associação inequívoca das modificações encontradas á diabetes melito, só 
poderá ser feita transpondo este estudo para in vivo. Os estudos in vivo permitirão 
avaliar potenciais diferenças entre a glicação da Trf in vivo e in vitro, que podem 
também ser relevantes para a diminuição funcional desta proteína. A deteção de Trf 
glicada em pacientes com diabetes poderá permitir ainda uma correlação com o 
aparecimento de NTBI. Adicionalmente, detetar esta ocorrência em pacientes 
hemocromatósicos que tenham desenvolvido diabetes, permitirá verificar se existe 
alguma correlação entre os danos glicoxidativos da transferrina, a sua saturação e a 
ocorrência de NTBI. 
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Anexo 1 – Tabelas das pesquisas bioinformáticas dos dados de MS/MS 
Tabela 1 - Pesquisa bioinformática recorrendo ao algoritmo turbo-sequest (Sequest-Bioworks 3.1; Thermo Scientific) para as amostras analisadas por nanoHPLC-ESI-Ion 
Trap-MS/MS apos incubação com 0, 10, 100, 500 mM de D-glucose por 7 dias   
TRFE_HUMAN Serotransferrin OS=Homo sapiens GN=TF PE=1 SV=3 
  
   
 
 
D-glucose na 
incubação (mM) 
Taxa de 
cobertura 
Péptidos Modificados Posição 
Massa 
detetada 
Carga P (pep) XC ΔCn Sp RSp Ions 
0 91,12% 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 3,01E-02 1,93 0,04 382,4 1 20/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 2,72E-01 1,86 0,92 314,6 2 18/84 
10 90,83% 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 1,07E-01 2,18 0,09 319,0 1 18/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 6,61E-01 1,97 0,74 310,1 2 18/84 
100.00 88,83% 
K.DGAGDVAFVK’HSTIFENLANK.A 197-217 2341,14477 3 2,10E-09 4,99 0,58 1293,9 1 39/120 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 3,48E-03 1,98 0,12 280,1 1 17/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 2,56E-02 1,80 0,05 317,0 1 18/84 
K.CLK~DGAGDVAFVK.H 194-206 1466,71730 3 4,13E-02 2,40 0,70 428,9 1 23/72 
500 89,11% 
K.CLK~DGAGDVAFVK.H 194-206 1466,71730 3 1,34E-01 2,28 0,68 519,5 1 24/72 
K.DGAGDVAFVK’HSTIFENLANK.A 197-217 2341,14477 2 5,45E-04 4,53 0,28 356,6 1 21/60 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 1,94E-01 1,81 0,95 288,5 2 17/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914,92096 3 2,66E-01 2,07 0,09 282,3 1 17/84 
K.DLLFK’DSAHGFLK.V 292-304 1598,82019 2 8,20E-02 3,11 0,14 417,0 1 16/36 
K.EDLIWELLNQAQEHFGK’DK.S 260-278 2421,17099 3 9,21E-05 3,27 0,05 465,3 1 29/108 
K.EFQLFSSPHGK’DLLFK.D 281-296 2001,01051 2 4,75E-03 4,17 0,64 474,6 1 20/45 
K.GDVAFVK’HQTVPQNTGGK.N 528-545 1990,99699 3 1,65E-05 3,96 0,74 1046,5 1 35/102 
K.SASDLTWDNLK’GK.K 435-447 1542,74233 2 2,54E-01 3,24 0,06 348,0 1 16/36 
R.MDAK’MYLGYEYVTAIR.N 309-324 2085,98432 2 2,74E-04 1,44 0,92 179,3 1 14/45 
- Com ‘ estão representadas as lisinas modificadas por formação do aduto frutose-lisina, com ^ o aduto carboxi-etil-lisina, com ~ o aduto frutose-lisina-H2O 
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Tabela 2 - Pesquisa bioinformática recorrendo ao algoritmo turbo-sequest (Sequest-Bioworks 3.1; Thermo Scientific) para as amostras analisadas por nano-HPLC-ESI-Ion 
Trap-MS/MS apos incubação com 0, 10, 100, 500 mM de D-glucose por 14 dias   
TRFE_HUMAN Serotransferrin OS=Homo sapiens GN=TF PE=1 SV=3 
       
D-glucose na 
incubação (mM) 
Taxa de 
cobertura 
Péptido Posição 
Massa 
detectada 
Carga P (pep) XC ΔCn Sp RSp Ions 
0 93,27 % 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 9,05E-02 1,97 0,04 317,9 1 18/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 5,90E-01 1,88 0,88 288,9 2 17/84 
10 89,11% 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 2,34E-02 1,99 0,10 328,8 1 19/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 7,79E-01 1,84 0,94 254,0 2 16/84 
100.00 89,54% 
K.K~DSGFQMNQLR.G 103-113 1485.69740 3 6,96E-01 3,60 0,79 1158,6 1 27/60 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 7,95E-01 1,87 0,87 238,4 2 15/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 1,70E-01 2,02 0,07 326,3 1 18/84 
K.DSSLCK’LCMGSGLNLCEPNNK.E 491-511 2388.05216 3 2,67E-01 1,13 0,12 167,5 1 18/120 
  K.GDVAFVK’HQTVPQNTGGK.N 528-545 1990.99699 3 2,10E-06 4,74 0,68 723,3 1 32/102 
500 92.69% 
K.K^DSGFQMNQLR.G 103-113 1431.66740 2 4,39E-07 3,84 0,87 742,0 1 19/30 
K.DGAGDVAFVK’HSTIFENLANK.A 197-217 2341.14477 3 2,05E-09 5,23 0,56 1262,1 1 37/120 
K.EDLIWELLNQAQEHFGK’DK.S 260-278 2421.17099 3 6,00E-04 3,48 0,10 378,6 1 27/108 
K.DK’SK^EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 3,28E-01 1,72 0,86 279,5 2 17/84 
K.DK^SK’EFQLFSSPHGK.D 277-291 1914.92096 3 3,77E-02 1,90 0,09 306,2 1 18/84 
K.DLLFK’DSAHGFLK.V 292-304 1598.82019 2 1,90E-06 3,34 0,12 744,5 1 18/36 
R.MDAK’MYLGYEYVTAIR.N 309-324 2031.95432 2 3,29E-04 3,35 0,70 559,8 1 17/45 
K.SASDLTWDNLK’GK.K 435-447 1542.74233 2 8,94E-01 3,33 0,14 270,9 1 15/36 
K.GDVAFVK’HQTVPQNTGGK.N 528-545 1990.99699 3 1,73E-04 3,84 0,46 620,0 1 29/102 
R.NTYEK’YLGEEYVK.A 645-657 1743.81008 2 4,63E-03 3,44 0,82 450,9 1 17/36 
K.YLGEEYVK’AVGNLR.K 649-663 1718.87368 2 1,47E-04 3,09 - 307,1 1 15/39 
- Com ‘ estão representadas as lisinas modificadas por formação do aduto frutose-lisina, com ^ o aduto carboxi-etil-lisina, com ~ o aduto frutose-lisina-H2O 
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Anexo 2 – Espectros MS tandem dos péptidos modificados 
por glicação 
 
Espectros exemplificativos dos péptidos modificados por glicação obtidos por 
nano-HPLC-ESI-Ion Trap-MS/MS apos incubação com 0, 10, 100, 500 mM de D-
glucose por 7 e 14 dias. 
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Péptido K.K~DSGFQMNQLR.G 
Carga: 1+ 
 
 
 
Carga: 2+ 
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Péptido: K.GDVAFVK’HQTVPQNTGGK.N 
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Carga: 2+ 
 
#729-729 RT:17.38-17.38 NL: 4.72E4
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
m/z
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
R
e
la
ti
v
e
 A
b
u
n
d
a
n
c
e
y7
+1
701.5
b 7
+1
825.3
y9
+1
901.6
y* 6
+1
587.3
y8
+1
800.6
b 8
+1
962.5
b 5
+1
490.3
bo 5
+1
472.7
bo 8
+1
944.5
y* 7
+1
684.5
y10
+1
1029.8
b 4
+1
343.2
y4
+1
362.2
b* 11
+1
1273.9
y11
+1
1166.6
c 6
+1
606.5
b 3
+1
272.0
z10
+1
1013.6
y3
+1
261.2
yo 11
+1
1148.7
c 5
+1
507.5
yo 3
+1
243.1
#729-729 RT:17.38-17.38 NL: 4.72E4
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
m/z
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
R
e
la
ti
v
e
 A
b
u
n
d
a
n
c
e
y12
+2
701.5
bo 11
+2
636.9
c 12
+2
702.4
y14
+2
825.3
y13
+2
751.7
b 10
+2
596.6
z16
+2
901.6
y* 16
+2
901.6
y11
+2
584.1
b* 9
+2
537.1
y7
+2
351.3
y* 14
+2
816.2
y15
+2
860.5
y* 10
+2
506.6
c 16
+2
902.5
y* 13
+2
742.7
c 8
+2
490.3
bo 8
+2
472.7z7
+2
343.2
y* 5
+2
230.0
Anexos 
 
89 
 
Carga: 3+ 
 
 
 
Péptido: K.DGAGDVAFVK’HSTIFENLANK.A 
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Carga: 2+ 
 
 
 
Carga: 3+ 
 
 
Péptido: K.EDLIWELLNQAQEHFGK’DK.S 
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 Carga: 1+ 
 
 
 
Carga: 2+ 
 
 
#1608-1608 RT:0.00-0.00 NL: 9.88E3
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
m/z
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
R
e
la
ti
v
e
 A
b
u
n
d
a
n
c
e
y7
+1
968.2
bo 5
+1
639.5bo 4
+1
453.2
b 3
+1
358.1
b 7
+1
899.4
bo 6
+1
768.1
bo 7
+1
881.4
b 8
+1
1012.4
b 2
+1
245.1
y4
+1
555.4
b 10
+1
1254.6
y* 8
+1
1079.9
y* 6
+1
822.6
bo 10
+1
1236.5
z9
+1
1151.5
y11
+1
1409.7
b 13
+1
1582.8
y* 4
+1
538.5
b* 13
+1
1565.7
#1608-1608 RT:0.00-0.00 NL: 9.88E3
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
m/z
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
R
e
la
ti
v
e
 A
b
u
n
d
a
n
c
e
y15
+2
976.4
y14
+2
883.3
y12
+2
762.3
y11
+2
705.5
y* 15
+2
967.3z14
+2
874.5
y16
+2
1032.6y9
+2
584.6
z11
+2
697.1
y13
+2
818.7
y8
+2
549.1
y* 16
+2
1023.6
z18
+2
1138.3
y* 18
+2
1138.3
c 4
+2
245.1
y* 3
+2
241.5
yo 5
+2
342.7 y18
+2
1146.6
Anexos 
 
92 
 
Péptido: K.DLLFK’DSAHGFLK.V 
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Péptido: R.MDAK’MYLGYEYVTAIR.N 
 Carga: 1+ 
 
 
 
Carga: 2+ 
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Péptido: K.SASDLTWDNLK’GK.K  
Carga: 1+ 
 
 
 
Carga: 2+ 
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Péptido: R.NTYEK’YLGEEYVK.A 
Carga: 1+ 
  
 
 
Carga: 2+ 
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Péptido: K.YLGEEYVK’AVGNLR.K 
Carga: 1+ 
 
 
 
Carga: 2+ 
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Péptido: K.CLK~DGAGDVAFVK.H 
Carga: 1+ 
 
 
 
Carga: 2+ 
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Péptido: K.EFQLFSSPHGK’DLLFK.D 
Carga: 1+ 
 
 
 
Carga: 2+ 
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